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Resumen 
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La fracción vascular estromal del tejido adiposo proporciona células madre 
derivadas de tejido adiposo (ADSCs) fáciles de obtener y en grandes cantidades. 
Nuestro equipo y otros han logrado significativos efectos terapéuticos pero 
subóptimos con ADSCs en diversos ámbitos, principalmente debido a las bajas tasas de 
diferenciación en tipos celulares específicos y con la desventaja de tener efectos 
secundarios no deseados como consecuencia de las ADSC que permanecen 
indiferenciadas. Estos datos nos llevaron a buscar nuevos marcadores específicos de 
células madre para  las ADSCs y/o subpoblaciones con mayor potencial de 
diferenciación a linajes específicos. Encontramos una subpoblación de ADSCs 
humanas, marcadas por la expresión de c-kit, residentes en zonas perivasculares, y que 
muestran mayor actividad proliferativa y capacidad de auto-renovación, mayor 
expresión y actividad de la telomerasa, mayor eficiencia de diferenciación adipogénica 
in vitro, mayor capacidad para el mantenimiento de progenitores cardíacos, y mayor 
eficiencia pancreatogénica y hepatogénica, independientemente de la expresión de 
CD105. Nuestros datos sugieren que el aislamiento de subpoblaciones ADSC con 
anticuerpos anti-c-kit permite la selección de una subpoblación más homogénea y con 
mayores propiedades cardioprotectoras y aumento del potencial de diferenciación 
adipogénico y endodérmico, proporcionando una herramienta útil para terapias 
específicas en aplicaciones de Medicina regenerativa. 
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The stromal vascular fraction (SVF) of adipose tissue is an easy to obtain source 
of adipose tissue-derived stem cells (ADSCs). We and others have achieved significant 
but suboptimal therapeutic effects with ADSCs in various settings, mainly due to low 
rates of differentiation into specific cell types and with the downside of undesired side 
effects as a consequence of the undifferentiated ADSCs. These data prompted us to 
find new stem cell-specific markers for ADSCs and/or subpopulations with higher 
differentiation potential towards specific lineages. We found a subpopulation of 
human ADSCs, identified by c-kit positiveness, which resides in a perivascular location, 
and shows higher proliferative activity and self-renewal capacity, higher telomerase 
expression and, activity higher in vitro adipogenic efficiency, a higher capacity for the 
maintenance of cardiac progenitors, and higher pancreatogenic and hepatogenic 
differentiation efficiency independently of CD105 expression. Our data suggests that 
the isolation of ADSC subpopulations with anti-c-kit antibodies allows for the selection 
of a more homogeneous subpopulation with increased cardioprotective properties and 
increased adipogenic and endodermal differentiation potential, providing a useful tool 
for specific therapies in Regenerative Medicine applications. 
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1. Las células madre 
 
Se conoce cómo células madre a aquellas células con capacidad de 
autorrenovación y diferenciación hacia uno o varios tipos celulares (Weissman, 2000). 
Es decir, son capaces de dividirse de forma asimétrica, de forma que una de las células 
hijas conservará sus características iniciales y la otra se transformará en otro fenotipo 
celular distinto, más diferenciado. 
Se pueden encontrar diferentes nombres para las células madre, como células 
troncales o progenitoras, pero el uso del término célula madre es el más común en 
castellano, englobando toda célula con dichas capacidades que se encuentre desde en 
el embrión hasta en el tejido especializado del individuo adulto. 
Se han descrito gran cantidad de tipos de células madre en función de su origen 
y características. En función de su origen se pueden dividir en dos grandes grupos 
principales, las células madre embrionarias y las células madre adultas (aquéllas 
presentes en los tejidos del organismo adulto). 
Teóricamente, las células madre embrionarias no tienen límites para su 
autorenovación y diferenciación a cualquier tipo celular (Czyz et al, 2003), pero en la 
práctica terapéutica son técnicamente difíciles de obtener y su uso puede presentar 
problemas éticos y legales. En contraste, las células madre adultas pueden ser 
trasplantadas autólogamente, evitando problemas de rechazo inmune, y su obtención 
desde un punto de vista técnico, puede ser más sencilla; pero su potencial de 
proliferación y diferenciación es más restringido. 
En función de su potencial de diferenciación se pueden clasificar en 
totipotentes, pluripotentes, multipotentes y unipotentes: 
• Totipotentes: Son aquéllas que pueden dar lugar a un organismo completo, 
incluyendo las estructuras extraembrionarias necesarias para su desarrollo. Tan sólo el 
zigoto y los blastómeros tempranos (aproximadamente hasta el estadio de 4 células) 
se consideran totipotentes (Mitalipov, 2009). 
• Pluripotentes: Pueden diferenciarse en cualquier tipo celular del organismo, 
pero no dar lugar a las estructuras extraembrionarias. Entre ellas se encuentran las 
Células Madre Embrionarias (ESC) obtenidas de la masa interna del blastocisto.  
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• Multipotentes: Su potencial de diferenciación es más restringido, pudiendo dar 
lugar a varios tipos celulares. Se pueden encontrar durante el desarrollo embrionario y 
en tejidos adultos. Se han descrito en la mayoría de los tejidos, ejemplos son las 
Células Madre Mesenquimales (MSC) (Friedenstein et al., 1974), las Células Madre 
Hematopoyéticas (HSC) (Spangrude et al., 1988) o las Células Madre Neurales (NSC) 
(McKay, 1997). 
• Unipotentes: Sólo pueden dar lugar a un tipo celular, como las Células 
Germinales Primordiales (PGC) que dan lugar a los gametos (Donovan et al., 1998), los 
preadipocitos del tejido adiposo o los progenitores de queratinocitos ubicados en el 
estrato basal epidérmico. Habitualmente reciben el nombre de progenitores cuando se 
encuentran en tejidos adultos, como el progenitor de células T, proveniente de las 
HSC; o progenitor de oligodendrocitos, provenientes de las NSC (Seaberg y van der 
Kooy, 2003).  
 
2. Células madre mesenquimales 
 
Las MSC son células multipotentes derivadas de la hoja embrionaria 
intermedia, el mesodermo. Las MSC fueron por primera vez aisladas de la médula ósea 
hace más de 30 años (Friedenstein et al., 1974), y han sido posteriormente aisladas de 
otros tejidos, como son el periostio (Zarnett & Salter, 1989; Fukumoto et al., 2003), el 
hueso trabecular (Kadiyala et al., 1997; Nöth et al., 2002; Tuli et al., 2003), la piel 
(Toma et al., 2005), los vasos sanguíneos (Sampaolesi et al., 2003), músculo y cerebro 
(Jiang et al., 2002), membrana sinovial (De Bari et al., 2001) músculo esquelético 
(Williams et al., 1999; Jankowski et al., 2002), pulmón (Noort et al., 2002), el corazón y 
el bazo (Hoogduijn et al., 2007), líquido amniótico (In ’t Anker et al., 2003), la pulpa 
dentaria (Gronthos et al., 2000), dientes deciduales (Miura et al., 2003), el cordón 
umbilical (Erices et al., 2000), el tejido adiposo (Zuk et al., 2001; Gronthos et al., 2001; 
De Ugarte et al., 2003) y virtualmente de todos los órganos conectivos postnatales. 
Más aun, las MSCs son una potente herramienta en Medicina regenerativa ya que 
pueden ser expandidas  en  cultivo  mientras  conservan  su  potencialidad (Pittenger et 
al., 1999),  
Introducción 
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siendo capaces de diferenciarse (o transdiferenciarse) en diferentes tipos celulares 
como osteoblastos (Grigoriadis et al., 1988; Pittenger et al., 1999), condrocitos 
(Syftestad & Caplan, 1984; Pittenger et al., 1999),  adipocitos (Beresford et al., 1992),  
mioblastos (Wakitani et al., 1995), cardiomiocitos (Ferrari et al., 1998), hepatocitos 
(Schwartz et al, 2002), células productoras de insulina (Chen et al., 2004) y otras 
células epiteliales, endoteliales y células nerviosas (Woodbury et al., 2000).  
Las células madre adultas más estudiadas y utilizadas en terapéutica hasta la 
fecha son aquellas derivadas de médula ósea (BM-MSC). La médula ósea humana 
deriva del mesodermo embrionario y contiene una población de células madre 
hematopoyéticas (HSCs) sustentadas (jugando un papel vital en la subsistencia, 
crecimiento y diferenciación de las HSCs) por un estroma mesenquimal (Friedenstein 
et al., 1968; Paul et al., 1991). El estroma de la médula ósea es heterogéneo en su 
composición, con varias poblaciones celulares, como células adiposas, células 
reticulares fagocíticas y células reticulares primitivas, que incluyen a las células madre 
llamadas células madre mesenquimales (Caplan, 1991). Son células de citoplasma 
ramificado, con prolongaciones que le confieren un aspecto estrellado. Poseen los 
orgánulos habituales, con cierto desarrollo del retículo endoplasmático rugoso que les 
hace algo basófilas. Aunque diversos estudios han demostrado su capacidad de 
diferenciación a distintos tipos celulares, desde un punto de vista práctico, resulta 
complicado obtenerlas ya que es necesario acceder a la médula ósea, lo que supone 
una intervención nada sencilla y muy dolorosa; además de que se obtienen en 
pequeño número, aproximadamente 1 MSC por 100.000 células adherentes 
estromales (Bruder et al., 1997; Pittenger et al., 1999), por lo que se necesita una larga 
fase de expansión in vitro para obtener un número con significación terapéutica, lo 
que aumenta el riesgo de contaminaciones bacterianas y de transformaciones génicas, 
y por consiguiente, el riesgo de no poder utilizarlas. 
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2.1. Origen de las células madre mesenquimales 
 
Respecto al origen de las MSC hay diferentes hipótesis planteadas a lo largo de 
las últimas cuatro décadas. En principio todas coinciden en que del ectodermo 
primitivo derivado del epiblasto surge el mesotelio primitivo y serán estas células 
mesoteliales las que iniciarán el viaje hasta el interior de la médula ósea. Brevemente, 
estas células mesoteliales derivarán en la zona aorta-gónada-mesonefros (AGM) hacia 
células endoteliales primitivas, células precursoras hematopoyéticas y células 
epiteliales de transición que darán lugar a células mesenquimales. Se ha sugerido la 
posibilidad de un origen común, el hemangioblasto (Munoz Chapuli et al., 1999), para 
las HSCs y las células endoteliales; así como un origen escalonado, el hemoblasto, en el 
que las células endoteliales derivarían hacia las HSCs. En el primer caso el 
hemangioblasto derivaría a su vez de estructuras extraembrionarias y mantendría la 
hematopoyesis temprana, mientras el hemoblasto derivaría de estructuras 
intraembrionarias y sería responsable de la hematopoyesis tardía. 
Una vez en la región AGM existe controversia en el camino que estas MSCs 
“verdaderas” siguen hasta su aparición en la médula ósea del organismo adulto. Las 
hipótesis más conservadoras abogan por un desplazamiento conjunto de células 
mesenquimales  y células endoteliales desde la región AGM hacia la parte ventral de la 
aorta embrionaria, donde se empezarán a formar los vasos sanguíneos (células 
endoteliales diferenciadas) y junto con su elongación viajarán estos tipos celulares. 
Estos vasos, mediante invasión de las zonas donde posteriormente se formarán los 
huesos largos, llevarán las células que irán formando el cartílago primordial para 
formar el hueso mediante osificación, rellenado por las células mesenquimales que 
formarán el estroma de la médula ósea. Por otra parte, diversos autores sugieren la 
posibilidad de que entre estas células endoteliales diferenciadas que se encuentran en 
la zona ventral de la aorta (y que formarán los vasos sanguíneos) hubiera unas células 
especializadas vasculares llamadas pericitos que serían las que al internarse en la 
médula ósea darían lugar a las MSCs; hipótesis apoyada por la expresión de 
marcadores como el Stro-1 en ambos tipos celulares (Bianco & Cossu, 1999). Kucia y 
colaboradores en el 2006 proponen un sistema de migración diferente, de forma que 
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desde la región AGM, y debido al descubrimiento reciente de células madre VSEL (Very 
Small Embryonic Like) en la médula ósea adulta, células que expresan SSEA-4 y Oct4 y 
que responden al gradiente SDF-1, células hematopoyéticas y mesenquimales viajarían 
juntas, desde el inicio del sistema hematopoyético, pasando por el hígado fetal y desde 
allí hasta la médula ósea. Otros autores defienden la existencia de transdiferenciación 
de las HSCs en la médula ósea en MSCs, aunque experimentos de Friedenstein y 
colaboradores (1974) con trasplante de médula ósea in vivo y ex vivo sugieren que esta 
hipótesis no es correcta, así como experimentos más recientes (Gang et al., 2007) en 
los que al quitar la población mesenquimal SSEA+ en cultivos adherentes de médula 
ósea (donde, recordemos, encontraríamos también HSCs), éstos mueren a los pocos 
días.  Por otro lado, los experimentos publicados por Anjos-Alfonso & Bonnet en el año 
2007 sugieren que de haber transdiferenciación, ésta se daría en sentido contrario, es 
decir, de MSCs a HSCs, ya que tras la deplección de células CD45+ en la fracción 
estromal de la médula ósea y el trasplante de estas en ratones con aplasia medular, 
éstos recuperan, en su médula ósea, células que expresan CD45, a las que llaman 
“hematopoietic like cells”. Sus resultados, aun no siendo concluyentes (la población 
CD45+ podría haber colonizado la médula desde otras partes del cuerpo, no siendo las 
MSCs responsables de su formación) sugieren la posibilidad de que las células 
mesequimales/endoteliales de la región AGM pudieran colonizar el hígado fetal 
convirtiéndose allí en HSCs. En cualquier caso, estas primeras células MSC/HSC 
colonizarían posteriormente la médula ósea, y puesto que las MSCs no viajarían por la 
circulación, HSCs con características mesenquimales dejarían la médula para dirigirse a 
otros tejidos. De hecho, si asumimos que fibroblastos, miofibroblastos, adipocitos, 
condrocitos y células óseas pueden derivar de las HSCs (revisado por Ogawa et al., 
2010, a partir de experimentos de trasplante de una sola célula) desafiamos la premisa 
de que estos linajes se originan en las MSCs. De hecho, la gran mayoría de estudios con 
MSCs se han llevado a cabo en cultivo, o in vivo, mediante trasplante dirigido y 
localizado. Cuando en los experimentos se trasplantan las células sistémicamente, 
éstas se alojan principalmente en los pulmones (Gao et al., 2001) y, a un nivel mucho 
más bajo, en las lesiones a tratar (Dazzi et al., 2007). Si estos hechos los combinamos 
con la falta de marcadores específicos para MSCs tanto in vivo como in vitro, y con la 
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falta de ensayos cuantitativos que evalúen la presencia de MSCs en cualquier 
población dada; parece que las MSCs se definen, al final, por una serie de factores 
físicos, morfológicos, fenotípicos y funcionales muchos de los cuales no son 
fisiológicos. Es decir, la existencia de las MSCs como tipo celular específico y particular 
no está del todo claro, englobando, según las circunstancias del estudio a observar, a 
fibroblastos, macrófagos, pericitos, o incluso progenitores endoteliales o 
hematopoyéticos; lo que hace muy difícil precisar con concreción su origen y 
desarrollo ontogénico. 
 
3. Células madre derivadas del tejido adiposo 
 
El tejido adiposo, como la médula ósea, deriva del mesodermo embrionario y 
también contiene una población heterogénea de células del estroma (Hausman, 1981; 
Hausman et al., 1982; Petterson et al., 1984; Petterson et al, 1985; Hauner et al., 1987; 
Loffler et al., 1987; Varma et al., 2007) entre las que se encuentran las células madre 
mesenquimales [Adipose Derived Stem Cell, ADSC; en la literatura se utilizan diferentes 
nombres y abreviaturas para estas células, pudiendo generar confusión o 
discrepancias, y a pesar de que el término más aceptado y utilizado últimamente es el 
de ASC (adipose stromal/stem cell), en este estudio se utilizará la abreviatura ADSC por 
no generar confusiones con el acrónimo ASC (adult stem cell) que se refiere a células 
madre en general, sin importar su origen anatómico]. Como fuente de estas células, el 
tejido adiposo es una alternativa que permite su extracción en grandes cantidades, 
mediante un proceso mínimamente invasivo (lipoaspirado). Más aún, un equipo de 
investigadores de la Universidad de California y de la Universidad de Pittsburg, en 
2001, demostraron que una población de células derivadas de tejido adiposo digerido 
con colagenasa podría ser inducida in vitro para diferenciarse en múltiples linajes 
celulares, incluyendo tejido adiposo, cartílago y hueso (Zuk et al., 2001). Subsecuentes 
estudios de miembros de este equipo y otros han confirmado y extendido este trabajo 
demostrando que las ADSCs muestran potencial de diferenciación y con alta eficiencia 
hacia células del linaje mesodérmico, como adipocitos, fibroblastos, miocitos, 
osteocitos, condrocitos (Zuk et al., 2002; Mizuno et al., 2002; Wickham et al., 2003; 
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Gimble et al., 2003; Ogawa et al., 2004), e incluso cardiomiocitos (Rangappa et al., 
2003; Bai et al., 2007). Además, las ADSCs también muestran potencial de 
diferenciación in vitro, aunque con menor eficiencia, hacia células no mesodérmicas 
(Schäffler et al., 2007), como células endoteliales (Wosnitza et al., 2007), neuronas 
(Zuk et al., 2002; Safford et al., 2002; Ashjian et al., 2003; Ning et al., 2006), 
hepatocitos (Seo et al, 2005) y células pancreáticas (Timper et al., 2006; Scholz et al., 
2009). 
 
3.1. Tipos celulares en la fracción vasculo-estromal del tejido adiposo  
 
El principal componente celular del tejido adiposo es un conjunto de células 
llenas de lípidos conocidas como adipocitos, rodeadas por una red fibras de colágeno. 
El citoplasma del adipocito maduro contiene aproximadamente un 90% de lípidos. 
(Patrick, 2004). El otro componente celular del tejido adiposo será el conjunto formado 
por las células vasculo-estromales, que incluirá células musculares lisas, células 
endoteliales, fibroblastos, pericitos, células sanguíneas, células nerviosas y 
preadipocitos (Lanza et al., 2000.) Encontraremos también diferentes precursores en 
diferentes estados de diferenciación, distintos de los preadipocitos (Rodeheffer et al., 
2008), entre los que se encuentran las ADSCs. 
El proceso de obtención de las ADSCs se basa en la capacidad de adherencia al 
plástico de cultivo de las células contenidas en la fracción vasculo-estromal (SVF) del 
tejido adiposo (Ver M y M). Esta población adherida, que llamaremos PLA (Processed 
lipoaspirate), será heterogénea, reflejo del tejido del que proviene, y solo faltarán las 
células incapaces de adherirse, como por ejemplo los eritrocitos y leucocitos, o 
aquéllas con una densidad tan baja que flotarán en el medio de cultivo impidiendo el 
contacto con el substrato, como los adipocitos maduros o preadipocitos en proceso de 
diferenciación con vacuolas lipídicas del tamaño suficiente. Clasificados por su origen 
anatómico, podremos encontrar adheridos a la placa de cultivo lo siguientes tipos 
celulares (potencialmente todos aquellos presentes en la SVF humana): 
Células sanguíneas: Encontraremos granulocitos (que expresarán CD11b+), 
linfocitos T (CD3+) y B (CD19+), monocitos (CD14+), mastocitos (CD117+) y sus 
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precursores, todos de origen hematopoyético y por lo tanto CD45+; Entre ellos, 
aquéllos CD34+ corresponden a precursores (Varma et al., 2007), pero la mayoría de 
las células CD34+ no son CD45+, lo que sugiere que la mayoría de las células CD34+ no 
derivan de la sangre periférica sino del propio tejido adiposo (Yoshimura et al., 2006). 
También células circulantes como fibrocitos o BMPCs (Blood-acquired mesenchymal 
progenitor cells) podrían terminar adheridas a la placa de cultivo, siendo ambos tipos 
celulares positivos para marcadores mesenquimales (CD90, CD105), pero también 
hematopoyéticos (CD45), aunque difieren entre ellos en la expresión de CD34 (Zvaifler 
et al., 2000; Frid et al., 2006). 
Células vasculares: Encontraremos células musculares lisas (CD31-
/CD146+/actina+), células endoteliales (y sus precursores), las que identificaremos 
mediante la expresión de CD31 y CD146; además, conservarán con el cultivo la 
expresión de CD34 y ganarán la de CD105.  Y por último, pericitos, que serán CD34-, al 
contrario que sus progenitores, y también CD31-/CD146+/CD105+ (Yoshimura et al., 
2006; Varma et al., 2007; Zimmerlin et al., 2010). 
Células estromales: Constituyen el 85% de las células de la SVF que inicialmente 
se adhieren a la placa de cultivo (Varma et al., 2007). Encontraremos fibroblastos, que 
son exclusivamente positivos para CD90 y no a otros marcadores típicos de MSCs 
(Yoshimura et al., 2006); células nerviosas locales que se podrán identificar gracias a la 
presencia de neurofilamentos, preadipocitos identificados por la expresión de CD24 
(Rodeheffer et al., 2008) y MSCs en diferentes estadios de maduración (Yoshimura et 
al., 2006; y otros muchos autores, ver Discusión), las que no expresarán ni CD45, ni 
CD31, ni CD24. Sin embargo, es importante recalcar que la expresión de marcadores 
de superficie en las MSCs estará influenciada por los factores secretados por las células 
accesorias presentes en los primeros pases del cultivo y que por lo tanto los patrones 
de expresión in vitro no siempre correlacionan con los patrones in vivo (Gronthos et 
al., 2001).  
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3.2. Caracterización de las ADSCs 
 
Estudios relativamente recientes encontraron que las ADSCs contenidas en la 
SVF eran similares fenotípicamente a las BM-MSC, creciendo el interés por caracterizar 
indistintamente  dichos tipos celulares. 
Gronthos et al. (2001) caracterizaron una población de células cultivadas PLA  
humanas, encontrando que expresaban las siguientes proteínas de membrana: CD9, 
CD10, CD13, CD29, CD34, CD44, CD49e, CD54, CD55, CD59, CD105, y CD166. No 
observaron expresión de Stro-1, al contrario que Zuk et al. (2002) que sí lo hacen, 
además de CD13, CD29, CD44, CD71, CD90, CD105, CD73, comunes a células 
estromales de médula ósea y tejido adiposo (Lee et al., 2004). Encuentran diferencias 
entre la expresión de CD106 (VCAM) positiva para las de médula, y CD49d positiva 
para las de adiposo. Estos resultados son muy parecidos a los ya descritos para BM-
MSCs en la literatura (Conget et al., 1999; Majumdarm et al., 2000). De Ugarte et al. 
(2003) debido a las similitudes en la expresión fenotípica entre las células derivadas del 
PLA y las BM-MSCs, y el parecido potencial de diferenciación, proponen que ambas 
serían MSCs, unas periféricas y otras residentes en la médula ósea. Respecto a 
moléculas de adhesión, las células derivadas del PLA expresarían CD49d (α4 integrina) 
y CD54 (ICAM), mientras que las BM-MSCs expresarían CD106 (VCAM1) y CD140 
(Fraser et al., 2004). La expresión diferente en moléculas de adhesión es explicable por 
el diferente lugar de residencia de cada una de estas células (Kronenwett et al., 2000). 
Desde otro punto de vista, Katz et al. (2005) realizó un análisis pormenorizado de 
genes relacionados con la angiogénesis y la matriz extracelular en células 
indiferenciadas en pases precoces de PLA. La mayoría de estos genes pertenecían a 
factores de crecimiento, receptores, proteínas de matriz extracelular y proteasas, 
todas ellas implicadas en la inflamación, la remodelación de la matriz, la angiogénesis, 
la organogénesis y la reparación tisular. En cuanto a los marcadores de superficie, 
como ya se había visto en estudios anteriores, resultaban positivas para HLA ABC, 
CD29, CD49e, CD51, CD90. En el artículo se hace una clara distinción entre células 
frescas y células cultivadas por adherencia, ya que ha visto que estas últimas pierden 
células positivas para linajes hematopoyéticos y endoteliales (CD45, CD14, CD144, 
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CD34) (Planat-Benard et al., 2004). Sengenes et al. (2005), en un intento por 
caracterizar los preadipocitos del tejido adiposo subcutáneo, divide los grupos 
celulares de la SVF (sin cultivar) como CD34+/CD31+ (células endoteliales), CD34-
/CD31+/CD14+ (macrófagos residentes), CD34-/CD31-/CD14-, y CD34+/CD31-, siendo 
estos últimos los responsables de la capacidad adipogénica de la SVF. Además los 
diferencia de las células mesenquimales porque no expresan CD105, planteando la 
duda de que haya células predeterminadas a preadipocitos aparte de las células madre 
de origen mesenquimal (pocos años más tarde, en 2008, Rodeheffer y colaboradores 
identificaron in vivo un progenitor adipocítico temprano fenotípicamente diferente de 
las ADSCs). También Miyazaki et al. (2005) aísla de tejido adiposo dos poblaciones de 
apariencia fibroblástica distintas en potencial de diferenciación, aunque 
fenotípicamente no encuentra diferencias siendo muy positivas para CD13, CD90 y 
CD105, moderadamente positivas para CD9, CD166 y CD54, y negativas para CD31, 
CD34, CD66b, CD106 y CD117. Boquest et al., en 2005, divide la fracción vasculo-
estromal (del tejido adiposo) directamente obtenida, sin cultivar, mediante 
inmunoseparación magnética para obtener las poblaciones CD45-/CD31- y CD45-
/CD31+, ambas CD34+ y CD105+; curiosamente, los clones de las células CD31+ no 
proliferan in vitro, expresando moléculas de superficie típicamente endoteliales 
(además de CD105, CD62P, CD63 y CD146), mientras los clones derivados de la 
población CD31- proliferan y se diferencian en tejidos de la línea mesodérmica. En esta 
población cultivada, indiferenciada en pase 4, observaron cómo aumentaba la 
expresión de CD105 y se perdía la de CD34. 
Posteriormente, en el año 2006 la Sociedad Internacional de Terapia Celular 
propuso un consenso en el que se definían tres criterios mínimos para considerar una 
población celular como MSC (Dominici et al., 2006). La motivación fue que los 
diferentes grupos de investigación que trabajaban con MSC utilizaban distintos 
métodos de extracción, cultivo y caracterización, sin un criterio universalmente 
aceptado para definir las MSC, con la consiguiente dificultad para comparar y 
contrastar los estudios publicados. Estos tres criterios mínimos serían válidos para BM-
MSC y MSC de otros tejidos, aunque basados principalmente en estudios con BM-MSC: 
Primero, las MSC deben ser adherentes a plástico en condiciones estándar de cultivo. 
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Segundo, al menos el 95% de la población de MSC debe expresar (determinados 
mediante citometría de flujo)  los siguientes antígenos de superficie: CD105, CD73 y 
CD90; y no expresar (≤2% células positivas) CD45, CD34, CD14 o CD11b, CD79α o CD19 
ni HLA clase II. Tercero, las MSC deberán poder diferenciarse a osteoblastos, adipocitos 
y condroblastos en condiciones estándar de diferenciación in vitro y demostrarse 
mediante tinciones específicas. Como ya se ha comentado, estos criterios mínimos se 
basaron principalmente en los estudios realizados con BM-MSC, aunque los autores 
defienden la validez de ellos para cualquier MSC, sea cual sea su origen. Pero lo cierto 
es que existen diferencias en la expresión de antígenos de superficie de las células MSC 
obtenidas del tejido adiposo, ya sea si se estudian las células presentes en la SVF en 
fresco o en la SVF previamente cultivada (PLA) (Varma et al., 2007) e incluso respecto 
al pase celular que se estudie (Vacanti, 2005) o el origen anatómico del tejido adiposo 
(Yoshimura et al., 2006). 
Recientemente, la Federación Internacional de Ciencia de la Terapia Adiposa 
(IFATS) y la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) han proporcionado una 
orientación inicial para la comunidad científica que trabaja con células derivadas de 
tejido adiposo que define los criterios mínimos para la identificación de las ADSCs 
(Bourin et al., 2013): En la SVF fresca, sin cultivar, las células se deben identificar por la 
combinación de los siguientes marcadores: CD45- , CD31- , CD34+. Además, se 
recomienda analizar marcadores estromales como CD13, CD73, CD90 y CD105. En 
cultivo, como las BM-MSCs, las ADSCs son positivas para CD90, CD73, CD105 y CD44, 
mientras son negativas para CD45 y CD31. A diferencia de las BM-MSCs, las ADSCs son 
positivas para CD36 y negativas para CD106. Por último, para permitir la identificación 
de las ADSCs se debe realizar un ensayo de diferenciación multi-linaje. 
En cualquier caso, y a pesar del consenso científico alcanzado en el año 2006 y 
posteriormente en 2013, es interesante resaltar que más del 90% de las células 
adherentes de la SVF adquieren el marcador CD105 cuando se cultivan (Yoshimura et 
al., 2006; Varma et al., 2007),  y aunque no se ha encontrado correlación entre la 
positividad a CD105 (también predominantemente presente en células endoteliales 
(Cheifetz et al., 1992) y auténticos marcadores de células madre pluripotenciales como 
Rex-1, Nanog u Oct-4 (Park and Patel, 2010; Wan Safwani et al., 2011), en la mayor 
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parte de los estudios publicados para uso terapéutico, se ha utilizado la SVF cultivada 
(PLA) completa (Nicoletti et al., 2015). 
 
3.3. Aplicaciones terapéuticas de las ADSCs 
 
Gracias a la multipotencialidad de las ADSCs, éstas pueden ser utilizadas en 
diversas aplicaciones clínicas. Como ya se ha comentado, a diferencia de las ESC, las 
ADSCs carecen de la capacidad para formar todos los tejidos u órganos del cuerpo, así 
como regenerar un organismo vivo entero. Por otra parte, la inducción de la 
diferenciación requiere potentes dosis de factores de crecimiento in vitro, e in vivo 
tienden a resistir la diferenciación in situ, necesitando generalmente un proceso previo 
de prediferenciación in vitro, como se verá más adelante. Además las ADSCs presentan 
también otros mecanismos de acción terapéutica, debidos a otras características 
distintas a la multipotencialidad, que las hacen aún más atractivas para su uso clínico. 
Podríamos clasificar los diferentes mecanismos de actuación terapéutica en 4 modos 
de acción diferentes pero complementarios, en los que las líneas de separación 
permanecen difusas: La siguiente clasificación estará centrada en el aspecto funcional 
predominante de la aplicación terapéutica a estudiar, procurando ofrecer una visión 
global pero pormenorizada de los mecanismos de acción de las ADSCs: 
 
3.3.1. Regeneración directa con ADSCs 
 
Las células trasplantadas migrarán a través del tejido dañado del hospedador y 
bajo la influencia de señales locales se diferenciarán en células del fenotipo requerido, 
contribuyendo estructural y funcionalmente a regenerar el tejido (Bianco& Robey, 
2001; Goodell, 2001; Tuan et al., 2003). Las células, antes del trasplante, pueden ser 
mantenidas en cultivo y nutridas con diferentes moléculas, como hormonas o factores 
de crecimiento, para estimular su diferenciación en tipos celulares específicos. 
Podemos encontrar en la literatura bastantes ejemplos de aplicaciones 
terapéuticas que se basan en este mecanismo de acción, destacando por su 
simplicidad conceptual el uso en la reparación de defectos de tejidos blandos 
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mediante relleno del defecto con adipocitos derivados de las ADSCs después de 
mastectomías, lipodistrofias e incluso en aplicaciones cosméticas anti-contorno y anti-
arrugas (Yoshimura et al., 2008a y 2008b). Por supuesto, el relleno pude hacerse con 
injertos de grasa autóloga, pero esta técnica tiene muchas limitaciones, una de ellas, la 
mala retención del tejido injertado a largo plazo debido a su reabsorción, perdiendo 
entre el 20 y el 90% del volumen original trasplantado (Tobita et al., 2011). La 
aproximación a la solución del defecto mediante ADSCs obviaría este problema, 
mediante la maduración en adipocitos (relleno), diferenciación en fibroblastos, y por la 
inducción de vascularización que nutriría el injerto gracias a la secreción de VEGF. 
 
3.3.2. ADSCs como biorreactores 
 
Las MSC son capaces de modular el tejido endógeno por medio de la secreción 
de un amplio espectro de moléculas bioactivas como angiopoyetinas, VEGF, EGF, PGF e 
interleuquinas (Phinney et al., 2007) que promueven la regeneración tisular gracias a la 
acción de los progenitores celulares propios del tejido que está dañado. La expresión 
de estos factores por las MSC induce una gran variedad de respuestas, que incluyen 
pero no están restringidas a la promoción de la supervivencia y proliferación de los 
progenitores celulares (ver más abajo) y otros tipos celulares más diferenciados 
propios del tejido (Prockop, 2007), inducción de angiogénesis (Shyu et al., 2006), 
inhibición de la respuesta inflamatoria e inmune (ver más abajo), reducción de la 
apoptosis (Hung et al., 2007) e incluso transferencia mitocondrial (Spees et al., 2006). 
Por ejemplo, existen evidencias de que la inyección de ADSCs mejora la función 
cardiaca post infarto de miocardio, tanto a través de la diferenciación en 
cardiomiocitos y células vasculares, como a través de factores paracrinos secretados, 
que aumentan la angiogénesis, reducen las tasas de apoptosis celular y promueven la 
aparición de células nerviosas en el miocardio dañado (Bai et al., 2010; Cai et al., 2009; 
Danoviz et al., 2010; Van der Bogt et al., 2009). Otro ejemplo interesante de este 
mecanismo de acción se da en el tratamiento de las enfermedades 
neurodegenerativas. Las ADSCs son capaces de diferenciarse en células neuronales y 
gliales (Jiang et al., 2008; Ryu et al., 2009), pero también son capaces de promover la 
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regeneración mediante la secreción de algunos factores de crecimiento nervioso: De 
hecho, las ADSCs expresan una proporción significativamente alta de nestina, 
marcador de progenitores neuronales (Safford et al., 2002) y secretan, como ya se ha 
comentado, factores angiogénicos como el VEGF (Rehman et al., 2004) y factores 
neuroprotectores (antiapoptóticos) como el factor de crecimiento similar a la insulina 
1 (Zavan et al., 2010).  
Además de las propias moléculas producidas naturalmente por las ADSCs, estas 
células pueden ser modificadas genéticamente para producir factores paracrinos: Por 
ejemplo, las citoquinas MDA-7 y PEDF sobreexpresadas en ADSCs sirven como terapia 
anticancerígena en cáncer de próstata experimental, aprovechando la capacidad 
innata de estas células de migrar hacia el lugar del tumor (Zolochevska et al., 2011). 
Del mismo modo, la sobreexpresión de citosindeaminasa:uracil-fosforibosiltransferasa 
en ADSCs es capaz de inhibir el glioblastoma intracerebral (Altanerova et al., 2011). 
Para defectos óseos se han usado células genéticamente manipuladas para expresar 
factores osteogénicos seleccionados para ser implantadas en el sitio anatómico donde 
se requiere la regeneración ósea. Hasta la fecha, el agente osteoinductor más 
estudiado y utilizado es el BMP recombinante (Lattanzi et al., 2005; Cook et al., 1995; 
Einhorn et al., 2003; Groeneveld et al., 2000; Cowan et al., 2005; Dragoo et al., 2003; 
Miyazaki et al., 2008). Últimamente también se están estudiando y utilizando otros 
factores de transcripción involucrados en el proceso osteogénico, incluyendo Runx2, 
VEGF, LMP, SHH, y Nell-1 [Parrilla et al., 2010; Lee et al., 2010; James et al., 2012; 
Zhang et al., 2012; Boden et al., 1998; Pola et al., 2004; Bernardini et al., 2010; Lattanzi 
et al., 2008). 
 
3.3.3. ADSCs como reclutadores de progenitores celulares 
 
Varias moléculas secretadas por las ADSCs son responsables del reclutamiento 
de progenitores celulares al lugar del daño tisular. En regeneración cardiaca por 
ejemplo, se ha demostrado que las ADSCs son beneficiosas tras infarto de miocardio 
no sólo debido a su acción angiogénica (Hong et al., 2010) sino también al 
reclutamiento de células progenitoras del músculo cardíaco que anidan en el 
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miocardio isquémico contribuyendo a su regeneración (Sanz-Ruiz et al., 2008). Otro 
ejemplo demostrado de este tipo de acción terapéutica de las ADSCs es su uso 
cosmético para la reducción de arrugas inducidas por los rayos UVB, efecto mediado 
por la inhibición de la apoptosis y la estimulación de la secreción de colágeno de los 
fibroblastos endógenos de la dermis (Kim et al., 2009). También, el VEGF presente en 
el secretoma de las ADSCs juega un papel importante en la reparación de fracturas o 
defectos óseos. El VEGF es capaz de activar la formación de una nueva red de capilares 
sanguíneos, que se requiere durante el proceso fisiológico de la regeneración ósea 
(Colnot, 2005). Además, el VEGF juega un papel directo en el reclutamiento de células 
madre hematopoyéticas que conduce a la formación de nuevo hueso (Ferrara, 2004; 
Peng et al., 2005). 
 
3.3.4. ADSCs como inmunomoduladores 
 
Se ha comprobado que las MSC procedentes de tejido adiposo no provocan 
alorreactividad in vitro contra linfocitos incompatibles, a la vez que suprimen la 
respuesta linfocitaria funcional y proliferativa frente a mitógenos (Puissant et al., 
2005), e incluso suprimen la diferenciación de las células dendríticas (Ivanova-
Todorova et al., 2009). Esta inhibición de la respuesta linfocitaria es estrictamente 
local, lo que sitúa a las ADSCs como unas candidatas idóneas en la regulación de la 
respuesta inmune tras el trasplante alogénico (De Miguel et al., 2012). La terapia con 
ADSCs es capaz de mejorar los síntomas de las enfermedades autoinmunes e 
inflamatorias mediante la inhibición de la respuesta inmune periférica, disminuyendo 
la infiltración de linfocitos T en las zonas afectadas y la producción de citoquinas 
proinflamatorias y quimioquinas; además es capaz de promover la aparición de una 
respuesta tolerogénica aumentando el número de linfocitos T reguladores y la 
producción de citoquinas antiinflamatorias por parte de éstos (De Miguel et al., 2012). 
Por otro lado, en individuos trasplantados, la administración sistémica de MSC 
(generalmente procedentes del donante), previa al trasplante, tanto en monoterapia 
como en combinación con agentes inmunosupresores como la ciclosporina A, la 
rapamicina o el micofenolato, administrados de forma subterapéutica, ha demostrado 
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ser de gran utilidad a la hora de aumentar la supervivencia del trasplante. El 
mecanismo de acción de las MSC en estos casos parece ser el aumento en la 
generación de linfocitos T reguladores y de células dendríticas tolerogénicas, así como 
la prevención de la activación de los linfocitos T. Como ejemplo, se han utilizado en el 
tratamiento de la esclerosis múltiple, una enfermedad inflamatoria progresiva que 
afecta a las células mielinizadas del sistema nervioso central. Aunque la etiología de la 
enfermedad sigue siendo controvertida, hay pruebas convincentes de que el 
componente principal de la enfermedad es autoinmune (Constantin et al., 2009). 
Sobre esta base, investigadores clínicos en Costa Rica realizaron ensayos clínicos de 
seguridad de fase I que tratan a pacientes con esclerosis múltiple con la administración 
intravenosa de células autólogas ADSCs sin cultivar. En su informe inicial los 
investigadores explican cómo, tras la infusión celular, todos los pacientes toleraron el 
tratamiento sin complicaciones e incluso algunos experimentaron una mejoría de los 
síntomas (Riordan et al., 2009). 
 
4. Hipótesis de trabajo 
 
Diversos autores han demostrado efectos terapéuticos significativos pero 
subóptimos en varias aplicaciones de las ADSCs, principalmente debidos a las bajas 
eficiencias de diferenciación en los tipos celulares específicos deseados y/o a los 
efectos colaterales indeseados provocados por las células indiferenciadas. Por 
ejemplo, se inyectaron ADSCs humanas en bolsillos corneales en un modelo 
experimental de daño corneal en conejo; las ADSCs lograron diferenciarse en 
queratocitos propios del estroma corneal y sobrevivir en el huésped sin sufrir rechazo, 
sin embargo, sólo un pequeño porcentaje de ellas consiguieron diferenciarse 
adecuadamente, por lo que la producción de keratocan en la mayoría de ellas, un 
proteoglicano específico del estoma corneal que es responsable de la transparencia 
corneal, no se expresó en cantidades suficientes como para producir  la regeneración 
completa y transparente del grosor del estroma corneal, lo que resultó en una 
regeneración y una transparencia de la córnea subóptima (Arnalich et al., 2008). En 
otras aplicaciones diferentes las ADSCs también muestran comportamientos 
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subóptimos, por ejemplo, se ha observado un mayor porcentaje de arritmias tras el 
tratamiento con células madre en el infarto de miocardio, lo que sugiere que las 
células madre adultas fallan al integrarse electromecánicamente dentro del corazón 
del receptor, por lo que habría que encontrar tipos celulares de segunda generación 
capaces de lograr este objetivo, ya que es un requisito previo para mejorar 
eficazmente la función contráctil (Menasché, 2005). También, en el tratamiento de 
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson, la esclerosis múltiple y el 
Alzheimer, debido a las dificultades para establecer poblaciones homogéneas de 
progenitores neurales y/o células madre, encontramos efectos terapéuticos limitados 
(Taupin et al., 2009; Zavan et al., 2010). 
Por otro lado, varios autores han identificado subpoblaciones de ADSCs con 
mayor potencial de diferenciación mesodérmico: Varma  y colaboradores, en 2007, 
observaron que las ADSCs aisladas sin cultivar tenían mayor potencial osteogénico in 
vitro que las mismas ADSCs cultivadas, y que las primeras expresaban CD34 y c-kit, 
mientras las segundas tendían a perder estos marcadores. Para Rada y colaboradores, 
en 2011, el mayor potencial osteogénico in vitro lo muestran las células Stro-1 
positivas, mientras las CD105+/CD29+ poseen mayor potencial condrogénico. Quirici y 
colaboradores, en 2011, aislaron una subpoblación L-NGFR+ que mostraba 
incrementados los potenciales adipogénico, osteogénico y condrogénico de 
diferenciación in vitro. 
Éstas y otras experiencias similares permiten plantear la hipótesis de que es 
posible identificar subpoblaciones en la fracción vasculo-estromal del tejido adiposo 
humano con mayor potencial de diferenciación in vitro, y que éste se corresponde con 
una mayor capacidad de diferenciación in vivo y por tanto con una mayor capacidad 
terapéutica. Es decir, se podrían mejorar los resultados de los tratamientos 
optimizando las poblaciones trasplantadas con aquellas células que tienen, al menos in 
vitro, mayor probabilidad de diferenciarse eficientemente en el tejido a reparar, ya 
sean  trasplantadas indiferenciadas o previamente diferenciadas en el laboratorio. 
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Objetivo principal 
 
Identificar entre las células estromales cultivadas derivadas del tejido adiposo 
una o varias subpoblaciones con mayor potencial de diferenciación hacia linajes 
celulares específicos, para mejorar la eficiencia de diferenciación y por lo tanto el 
efecto terapéutico, así como la disminución de efectos colaterales en el uso medicinal 
de las ADSCs. Es decir, el objetivo a largo plazo de estos estudios es identificar qué 
células son las más apropiadas para el uso terapéutico en diferentes aplicaciones en 
Medicina Regenerativa, de forma que se eviten interferencias no deseadas de las 
células con poca capacidad de diferenciación, aumentando a su vez la eficacia de los 
tratamientos de Terapia Celular con estas células madre adultas. Como consecuencia, 
cabría esperar que la identificación de estas células con mayor capacidad de 
diferenciación dirigida mejorará la eficacia de numerosos tratamientos de Terapia 
Celular con células madre adultas, y abrirá también nuevos campos de aplicación. 
 
Objetivos secundarios 
 
1. Identificar una o varias subpoblaciones celulares en el tejido adiposo humano 
procesado con características típicas de célula madre mesenquimal. 
2. Identificar una o varias subpoblaciones celulares en el tejido adiposo humano 
con alta capacidad de autorrenovación y alta expresión de telomerasa 
3. Identificar una o varias subpoblaciones celulares en el tejido adiposo humano 
con alto potencial de diferenciación in vitro. 
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1. Extracción de células vasculo-estromales de tejido adiposo humano 
 
Se obtuvieron 16 muestras de lipoaspirado de mujeres donantes sanas que se 
sometieron, por razones ajenas a nuestro estudio, a una liposucción electiva previa 
obtención del consentimiento informado oral y escrito de las pacientes. La edad 
media de las donantes fue de 38,75 años, con edades comprendidas entre los 25 y los 
55 años, y un índice de masa corporal medio de 27,5, en un rango de 26,3 a 29,3. 
Todas las muestras necesarias para el estudio se extrajeron por liposucción 
intraoperatoria. Se descartaron infecciones activas por VIH, VHC y sífilis mediante los 
correspondientes análisis serológicos, siguiendo las directivas del  Real Decreto-ley 
9/2014, de 4 de julio, por el que se establecen las normas de calidad y seguridad para 
la donación, la obtención, la evaluación, el procesamiento, la preservación, el 
almacenamiento y la distribución de células y tejidos humanos y se aprueban las 
normas de coordinación y funcionamiento para su uso en humanos (BOE de 
05/07/2014 - Sección I). 
Cada muestra de lipoaspirado se procesó según el método establecido (Hauner 
et al. 1987; Katz et al. 1999) para obtener la fracción vasculo-estromal (SVF). Para 
obtener la SVF el lipoaspirado fue lavado con igual cantidad de tampón fosfato salino 
sin Ca2+ ni Mg2+ (PBS, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) y digerido a 37°C con suave 
agitación durante 30 minutos con 0,075% colagenasa tipo I (Gibco-BRL, Grand Island, 
NY, USA) en PBS. La actividad enzimática se neutralizó con Dulbecco´s modified Eagle´s 
medium (DMEM, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) suplementado con un 10% de 
suero bovino fetal (FBS, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) y un 1% de solución 
antibiótica de penicilina y estreptomicina, (P/S, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) y se 
centrífugó a 300 g durante 10 minutos a temperatura ambiente para obtener un pellet 
de SVF. El pellet fue resuspendido en 160 mM de NH4Cl, 10 mM de KHCO3 y 1 mM de 
ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) (Todos de Sigma, San Louis, MS, USA) e 
incubado a temperatura ambiente durante 10 minutos con el fin de lisar los eritrocitos 
contaminantes. La SVF fue recolectada por centrifugación en las mismas condiciones 
anteriores, sembrada a una densidad aproximada de 30.000 células por cm2 en placas 
de cultivo de 100 mm de diámetro (Éste y todo el plástico de cultivo utilizado fue de 
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Corning, Corning, NY, USA) y cultivada a 37°C y 5% CO2 en medio de cultivo (DMEM  + 
10% FBS + 1% P/S). A las 24 horas el cultivo se lavó con PBS para eliminar las células no 
adherentes, y la población celular adherida, llamada lipoaspirado procesado (PLA), fue 
cultivada hasta subconfluencia en las mismas condiciones anteriores, cambiando el 
medio de cultivo 3 veces a la semana. Después del cultivo, o bien se utilizaron las 
células directamente, o bien se congelaron en una rampa de congelación de -
0,5°C/minuto hasta –80°C en medio de congelación compuesto por un 10% de 
Dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma, San Louis, MS, USA) en FBS o en medio de cultivo, para 
sumergirlas después en N2 líquido y mantenerlas hasta su uso. Las células se 
registraron y almacenaron convenientemente en el Biobanco del Hospital Universitario 
La Paz. 
 
2. Extracción de células vasculo-estromales de tejido adiposo de ratón 
  
Ratones de razas Swiss o C57BL/6J de ambos sexos fueron sacrificados por 
asfixia con CO2 (Todos los protocolos de experimentación con ratones fueron 
aprobados por el Comité de Experimentación y Bienestar Animal del IdiPAZ). 
Inmediatamente se accedió a la zona inguinal intraperitoneal para recoger los 
paquetes de tejido adiposo. Se lavaron con PBS y embebidos en él, se cortaron en 
pequeñas piezas y, tras retirar el exceso de PBS, se digirieron con igual volumen de 
colagenasa tipo I al 0,09% en PBS a 37°C y con agitación durante 40 minutos. La 
actividad enzimática se neutralizó con medio de cultivo para después, mediante 
centrifugación a 300 g durante 10 minutos a temperatura ambiente, obtener la 
fracción celular estromal y sembrarla en medio de cultivo sobre placas de 100 mm de 
diámetro a concentración variable. Se cultivaron 24 horas a 37°C y 5% CO2 en medio de 
cultivo. Después, el cultivo se lavó con PBS para eliminar las células no adherentes, y la 
población celular adherida fue cultivada hasta subconfluencia en las mismas 
condiciones anteriores, cambiando el medio de cultivo 3 veces a la semana. Después 
del cultivo, o bien se utilizaron las células directamente, o bien se congelaron en una 
rampa de congelación de -0,5°C/minuto hasta –80°C en medio de congelación para 
sumergirlas después en N2 líquido y mantenerlas hasta su uso. 
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3. Obtención de clones celulares 
 
Para obtener clones de ADSCs, las células de la SVF fueron resuspendidas en 
medio de cultivo estándar a una densidad de 20 células por mililitro y se sembraron 50 
µl sobre cada pocillo en placas de cultivo de Terasaki (BD Falcon, Franklin Lakes, NJ, 
USA) para cultivarlas durante 16 horas en condiciones estándar. Después, los pocillos 
que contuvieron una sola célula se cultivaron cambiando el medio de cultivo 3 veces 
por semana realizando los pases necesarios hasta la muerte de los clones por 
senescencia no inducida. 
 
4. Extracción de cardiomiocitos fetales de ratón 
 
Para la inducción por cocultivo de la diferenciación in vitro hacia el fenotipo 
cardiomiocítico, la creación de controles positivos y el estudio de comportamiento in 
vitro de progenitores cardiacos, fue necesario obtener cardiomiocitos fetales de ratón: 
Varias hembras de ratón de razas Swiss o C57BL/6J preñadas de 14,5 días fueron 
sacrificadas por dislocación cervical (aprobado por el comité de experimentación y 
bienestar animal del IdiPAZ). Inmediatamente se accedió a la zona inguinal 
intraperitoneal para recoger los embriones, se separaron de sus placentas y se 
mantuvieron en PBS mientras se decapitaban bajo lupa binocular y se accedía a la 
cavidad torácica para extraer los corazones fetales, a los que se les retiró la mayor 
parte de pericardio para trocearlos en 4 partes y seguidamente someterlos a una 
digestión con 0,1% colagenasa tipo I y 0,025% tripsina-EDTA (Sigma, San Louis, MS, 
USA) en PBS durante 5 minutos a 37°C. Después, se pipeteó intensivamente durante 1 
minuto para deshacer los grumos celulares hasta un tamaño máximo aproximado de 
200 μm de diámetro. Posteriormente se inhibió la actividad enzimática añadiendo  la 
misma cantidad (volumen) de DMEM suplementado con 10% FBS, 5% suero de caballo 
(HS), 1% P/S y 0,1% Fungizona (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA), para obtener un 
preparado de corazón fetal compuesto por grumos celulares de diferentes tamaños y 
células individualizadas que se utilizó para crear cultivos primarios en los experimentos 
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de inducción del fenotipo cariomiocítico por cocultivo y en los de comportamiento de 
progenitores cardiacos. 
 
5. Cultivo primario de cardiomiocitos  
 
Parte del preparado de corazón fetal  se sembró en pocillos de 2 cm2  
recubiertos de 0,1% gelatina porcina (Sigma, San Louis, MS, USA) en PBS polimerizada 
durante 1 hora a temperatura ambiente en la cantidad aproximada de medio corazón 
por pocillo. Se cambió el medio de cultivo (DMEM suplementado con 10% FBS, 5% HS, 
1% P/S y 0,1% Fungizona) cada 2-3 días durante 7, 14 y 21 días, tras los cuales se 
procedió a fijar los pocillos con paraformaldehído (PFA) al 4% en PBS durante 15 
minutos, después se lavaron con PBS y se conservaron a 4°C hasta su utilización en 
inmunocitoquímica. 
 
6. Perfusión 
 
Para mediante citometría de flujo e inmuhistoquímica anti c-kit determinar si 
las células c-kit+ son residentes en el tejido adiposo o provienen de la sangre de la 
circulación periférica, varios ratones fueron anestesiados con una mezcla de Ketolar 
(0,01ml por cada 10g de peso corporal) y Domtor (0,005ml por cada 10g de peso 
corporal; ambos de Pfizer, NY, USA) para mediante cirugía torácica acceder al corazón, 
en el cual se insertó una cánula a través del ventrículo derecho por la que se bombeó 
de forma constante PBS a temperatura ambiente. Al mismo tiempo se practicó una 
pequeña incisión en la aurícula izquierda para drenar la sangre desplazada por el PBS 
(aprobado por el comité de experimentación y bienestar animal del IdiPAZ). Cuando el 
líquido drenado apareció transparente, momento en el que se produjo la muerte del 
animal por exsanguinamiento, se extrajeron, procesaron y cultivaron las células 
adherentes del tejido adiposo inguinal de la forma ya descrita. 
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7. Inmunohistoquímica 
 
Pequeñas piezas de tejido adiposo tanto de humano como de ratón se fijaron 
con formaldehído al 3,7% en PBS durante 24 horas, se deshidrataron y embebieron en 
parafina para hacer cortes al microtomo (Leica Biosystems Nussloch, GmbH, Nussloch, 
DL) de 5 µm y depositarlos sobre porta objetos recubiertos de silano.  
Los porta objetos fueron incubados a 56°C durante 24 horas y rehidratados, 
para más tarde incubarlos durante 20 minutos con 3% H2O2 en metanol para inhibir la 
peroxidasa endógena y 20 minutos con ácido cítrico 1M para inhibir la fosfatasa 
endógena. Para bloquear los epítopos inespecíficos, los tejidos fueron incubados 
durante 30 minutos con 1% BSA y 5% suero de cabra en tampón Tris ((HOCH2)3CNH2) 
salino 0,02M (TBS). Más tarde, los portas fueron incubados a temperatura ambiente 
durante 1 hora en 1% BSA en TBS con anti c-kit (1:100) anti humano y anti CD31 
(1:200; ambos de Dako), o anti c-kit (1:200) anti ratón (eBioscience, San Diego, CA, 
USA). Después los portas fueron lavados 3 veces durante 5 minutos con TBS y se 
incubaron a temperatura ambiente durante 30 minutos con TBS + 1% BSA incluyendo 
uno de los siguientes anticuerpos secundarios conjugados con biotina, según fuera 
necesario: anti conejo o anti ratón (ambos de Vector Labs, Burlingame, CA, USA; y a 
concentración 1:100). Luego se lavaron 3 veces  5 minutos con TBS y se incubaron 
durante 30 minutos a temperatura ambiente con complejo avidina-peroxidasa y 
complejo avidina-fosfatasa alcalina, (ambos de Vector Labs, Burlingame, CA, USA) en 
TBS + 1% BSA. Más tarde se lavaron dos veces con TBS durante 5 minutos y una vez 
más con 0,05M Tris-HCl pH: 7,6 durante otros 5 minutos. Después la reacción 
inmunohistoquímica fue revelada con un kit de diaminobencidina (Vector Labs, 
Burlingame, CA, USA) y con Fast Red (Sigma) durante 10 a 15 minutos y lavada durante 
5 minutos con agua destilada, después con agua del grifo otros 5 minutos. Luego, los 
porta objetos fueron contrateñidos con Hematoxilina de Harris (Dako A/S, Glostrup, 
DK), deshidratados y montados con DPX (BDH Laboratory Supplies, Poole, UK). 
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8. Inmunocitoquímica 
 
Para valorar el éxito de las diferenciaciones muscular, cardiaca, neuronal, 
pancreática y hepática, se puso de manifiesto mediante inmunocitoquímica o bien la 
presencia de actina sarcomérica, o bien de GATA4, troponina cardiaca y actina 
cardiaca, o bien de antígeno S100, o bien de insulina, o bien de albúmina 
(respectivamente): Los pocillos previamente fijados fueron lavados con PBS durante 10 
minutos y después se incubaron  o con ácido cítrico 1M (Merck) durante 15 minutos o 
con 3% H2O2 en metanol (Merk) durante 20 minutos para inhibir o la fosfatasa alcalina 
endógena o la peroxidasa endógena. Después de lavar los pocillos dos veces durante 5 
minutos con PBS se procedió a bloquear los epítopos inespecíficos durante una hora 
con PBS suplementado con 0,1% de Tween-20 y 10% de suero de caballo o de cabra 
según lo indicado en cada caso. Posteriormente, los pocillos se incubaron dos horas en 
PBS con uno de los siguientes anticuerpos: Anti-actina sarcomérica (Dako) en dilución 
1:100 o anti-S100 (Dako) en dilución 1:50 o anti-insulina (Dako) en dilución 1:50 o anti-
albúmina (Dako) en dilución 1:50 o anti-GATA4 (Novus Biologicals, Cambridge, UK) en 
dilución 1:100 o anti-TNN2 (Sigma) en dilución 1:100 o anti actina cardiaca (Sigma) en 
dilución 1:100. Trascurrida la incubación, se procedió a lavar los pocillos dos veces 
durante 5 minutos con PBS y una tercera durante el mismo tiempo con PBS + 0,1% 
Tween-20. Después, se incubaron durante 30 minutos con el anticuerpo secundario 
biotinilado (Vector) adecuado, anti-ratón o  anti-conejo diluidos 1:100 en PBS y se 
lavaron tres veces de la misma forma anterior para añadir o el complejo Avidina-
Fosfatasa alcalina o el complejo Avidina-Peroxidasa e incubar durante 30 minutos. Tras 
dos lavados de 5 minutos con PBS y otro del mismo tiempo con tampón Tris-Cl o a pH: 
8,2 o a pH: 7,6 respectivamente, se procedió a revelar la reacción inmunohistoquímica 
poniendo de manifiesto la actividad fosfatasa alcalina con 40 µl/ml de Naftol fosfato 
(Sigma) en 1 mg/ml de Fast Red TR (Sigma) en agua destilada. La solución se llevó a pH: 
9 y con ella se incubaron las células en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 
minutos. Después se lavaron con agua destilada hasta retirar por completo el exceso 
de reactivo. Para revelar las muestras en las que se utilizó el complejo con peroxidasa 
se utilizó un kit de diaminobencidina (Vector Labs, Burlingame, CA, USA) durante 10 a 
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15 minutos y se lavaron durante 5 minutos con agua destilada y después con agua del 
grifo otros 5 minutos. Cuando fue necesario, las muestras se contratiñeron con 
Hematoxilina de Harris o de Cole (ambas de Dako) o de Mayer (artesanal, cortesía del 
servicio de Anatomía Patológica del Hospital Universitario La Paz). 
Cuando se utilizó revelado fluorescente (inmunocitofluorescencia), las 
muestras ya tratadas con el anticuerpo primario fueron incubadas en oscuridad y 
temperatura ambiente durante 1 hora en PBS + 1% BSA + 1% suero de cabra + 1% 
suero de conejo que contenía el anticuerpo secundario adecuado para cada caso: anti-
ratón conjugado con fluoresceína (FITC) a concentración 1:100 (Dako A/S, Glostrup, 
DK) o anti-ratón conjugado con Texas Red a concentración 1:100 (Dako) o anti-conejo 
conjugado con Rodamina a concentración 1:50 (Boehringer Ingelheim, GmbH, DL). Las 
muestras fueron lavadas dos veces con PBS + 1% BSA durante 5 minutos en oscuridad 
y a temperatura ambiente, para más tarde contrateñirlas y montarlas con una solución 
de p-fenilendiamino y glicerol en buffer fosfato salino con diclorhidrato de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) para detectar el núcleo celular (VectaShield, Vector Labs, 
Burlingame, CA, USA). 
 
9. Análisis y separación celular por citometría de flujo 
 
  Las células obtenidas por liposucción y digestión con colagenasa, cultivadas y 
expandidas, así como las células obtenidas de grasa de ratón, cultivadas y expandidas 
en las mismas condiciones, se analizaron usando inmunofluorescencia y citometría de 
flujo. Para las muestras humanas, los cultivos subconfluentes se levantaron con 
tripsina-EDTA 0,05% a 37°C 5 minutos, después de inactivó la actividad de la tripsina 
con la misma cantidad de medio de cultivo y se centrifugaron a 300 g durante 5 
minutos a 4°C. Se retiró el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 15% FBS en 
PBS al que se añadió a concentración 1:10 uno de los siguientes anticuerpos: anti c-kit 
conjugado con ficoeritrina, anti CD24 conjugado con fluoresceína (ambos de BD, 
Franklin Lakes, NJ. USA) y anti CD105 conjugado con fluoresceína (Chemicon). Fueron 
después incubadas en oscuridad a 4°C durante 20 minutos para después lavar dos 
veces con PBS + 15% FBS, centrifugación a 300 g y eliminación del sobrenadante. El 
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pellet final se resuspendió en PBS + 1% BSA para adquirir directamente los datos de las 
células vivas en el citómetro de flujo (BD, Franklin Lakes, NJ. USA) y analizar los 
resultados con el programa Cell Quest Pro en un ordenador Machintosh. Para separar 
las subpoblaciones c-kit +/CD105 +; c-kit +/CD105-; c-kit-/CD105 + y c-kit-/CD105-, las 
muestras humanas en pase 1 se trataron con el mismo protocolo descrito y se 
analizaron en un citómetro de flujo provisto con separación celular (BD, Franklin Lakes, 
NJ. USA) para cultivar las poblaciones resultantes separadas en las condiciones 
habituales para observar las diferencias en su crecimiento, supervivencia y 
potencialidad. Para las muestras de ratón se realizó el mismo proceso cambiando el 
anticuerpo primario: Anti c-kit (eBiosciences, clon ACK2) a concentración 1:200, 
incubando durante 20 minutos a 4°C para después lavar dos veces el exceso de 
anticuerpo con PBS + 15% FBS y centrifugando en las condiciones anteriores. Después, 
se incubó durante 20 minutos en oscuridad y a 4°C en el mismo diluyente el anticuerpo 
secundario: Anti rata conjugado con ficoeritrina (Vector Labs, Burlingame, CA, USA), 
lavando como anteriormente y resuspendiendo el pellet resultante en PBS + 1% de 
BSA para adquirir directamente las células en el citómetro de flujo y analizar los 
resultados con el programa Cell Quest Pro. 
 
10. Inmuno-separación magnética 
 
Las células obtenidas por liposucción y digestión con colagenasa, cultivadas y 
expandidas, se dividieron en subpoblaciones diferentes, basándose en la expresión de 
c-kit (CD117) y CD105, mediante inmuno-separación magnética. Los cultivos 
subconfluentes se levantaron con tripsina-EDTA 0,05% a 37°C 5 minutos, después se 
inactivó la actividad de la tripsina con la misma cantidad de medio de cultivo y el 
volumen resultante se centrifugó a 300 g durante 5 minutos a 4°C. Se retiró el 
sobrenadante y el pellet se resuspendió en 3 partes (volumen) de PBS con 0,5% BSA y 
2 mM ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, Sigma, San Louis, MS, USA), una parte de 
FcR Blocking Reagent (Miltenyi Biotec Inc., Auburn CA, USA) y una parte de MicroBeads 
conjugadas con  anticuerpo anti CD117 humano (Miltenyi Biotec Inc., Auburn CA, USA), 
e incubado durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, se lavaron las células con PBS 
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suplementado con 0,5% BSA y 2 mM EDTA (en adelante, tampón de separación) y se 
centrifugaron a 300 g durante 10 minutos a 4°C. Se retiró el sobrenadante y el pellet se 
resuspendió en 5 partes de tampón de separación y se procedió a pasar la solución 
celular a través de, primero una malla de 30 μm de poro y después una columna MS 
(Miltenyi Biotec Inc., Auburn CA, USA) sometida a un fuerte campo magnético para 
obtener la porción celular no unida a anticuerpo. Tras 3 lavados de la columna con 
tampón de separación, ésta se retiró del campo magnético y tras efluir tampón de 
separación fresco se obtuvo la porción celular unida al anticuerpo. Posteriormente se 
repitió el mismo proceso con las porciones celulares obtenidas, pero utilizando el 
anticuerpo CD105 humano conjugado con MicroBeads (Miltenyi Biotec Inc.) para 
obtener las cuatro subpoblaciones celulares diferentes que se utilizaron en los 
protocolos de diferenciación. 
 
11. Cultivos a largo plazo 
 
Las subpoblaciones obtenidas de la separación celular por citometría de flujo se 
mantuvieron en medio de cultivo cambiándolo dos veces por semana y tripsinizando al 
llegar a subconfluencia y pasando a nueva placa de cultivo la cuarta parte de las células 
levantadas y congelando las restantes, hasta su muerte por senescencia no inducida. 
 
12. Índice de proliferación 
 
 Para conocer las diferencias en la proliferación de las subpoblaciones obtenidas 
mediante separación celular por citometría de flujo, éstas fueron cultivadas en 
condiciones proliferativas para, a los diferentes tiempos de estudio (100, 200 y 300 
días de cultivo), ser  sembradas a concentración 2 x 104 células por cm2 y por triplicado, 
en placas de 24 pocillos. Se incubaron en las condiciones habituales 24 horas para 
añadir después, el reactivo de marcaje con BromodesoxiUridina (BrdU) del kit de 
proliferación celular (Amersham Cell Proliferation Kit, GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Suecia) a concentración 1:1000 y continuar la incubación en las mismas 
condiciones durante 24 horas más. Después se procedió  a retirar el medio de cultivo y 
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a fijar los cultivos con una solución de 95% etanol absoluto (Merk, Darmstadt, 
Germany) y 5% ácido acético glacial (Merk, Darmstadt, Germany) durante 10 minutos a 
-20°C, y tras lavar los pocillos 3 veces con PBS, se procedió a revelar la BrdU asimilada 
por las células siguiendo estrictamente el protocolo del fabricante del kit. Brevemente, 
se añadió anticuerpo anti-BrdU a concentración 1:100 en agua destilada con nucleasa, 
se incubó a temperatura ambiente durante 1 hora y tras varios lavados con PBS, se 
añadió anti-ratón IgG conjugado con peroxidasa a concentración 1:75 en PBS + BSA y 
se incubó 30 minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados en PBS se procedió 
a revelar la peroxidasa con DAB suplementada con Cl2Ni (provisto por el fabricante) 
como intensificador del color a concentración 1:1000 durante 10 minutos. Después, se 
lavaron los pocillos con agua destilada hasta retirar el exceso de reactivo. Tras la 
contratinción durante 1 minuto con hematoxilina de Harris y posterior lavado con agua 
corriente, se contaron manualmente los núcleos teñidos en marrón oscuro (positivos 
para BrdU, células proliferantes) frente a los teñidos en azul claro (negativos para 
BrdU, células no proliferantes) de al menos 500 células (tomadas al azar) por pocillo y 
los datos obtenidos se analizaron estadísticamente mediante el test de Mann-Whitney 
U. 
 
13. Cariotipado 
 
Cada una de las subpoblaciones celulares resultantes de la separación mediante 
citometría se cultivaron en las condiciones mencionadas para los cultivos a largo plazo 
durante 30 días, se tripsinizaron y se pasaron a cultivar en DMEM + 30% FBS + 1% P/S 
durante 24 horas, tras las que se añadió 10mM Hepes (Gibco) y 1 µg/ml de colcemida 
(Irvine Scientific), para incubar a 37°C durante 3 horas. Después, se lavaron con PBS y 
se tripsinizaron, se inhibió la tripsina con medio de cultivo para centrifugarlas a 300 g 
durante 10 minutos. Se retiró el sobrenadante y el pellet resultante se sometió a un 
choque hipotónico con KCl 0,56% y fuerte agitación durante 25 minutos a 37°C. Se 
centrifugó a 300 g durante 10 minutos y se retiró el sobrenadante. El pellet fue fijado 
con metanol 3:1 ácido acético echado gota a gota y con agitación durante 10 minutos, 
tras los que se procedió a echar gota a gota y desde una altura de 10 cm la solución 
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fijada sobre los porta objetos. Las muestras así obtenidas estuvieron en la estufa a 
60°C durante 24 horas, para ser teñidas con la tinción de Leishmann y pasar a ser 
valoradas por el Servicio de Genética del Hospital Universitario La Paz. 
 
14. Actividad de la telomerasa 
 
La actividad del enzima telomerasa se cuantificó mediante el kit de detección 
TRAPeze XL (Millipore Corporation, Billerica, USA) siguiendo las instrucciones del 
fabricante. Brevemente, 15x104 células se lisaron en 200 μl de Chaps lysis buffer recién 
descongelado. Tras 30 minutos de incubación en hielo, los lisados se centrifugaron a 
12.000 g durante 20 minutos a 4°C para recuperar el sobrenadante. La reacción de 
amplificación por repetición de los fragmentos teloméricos (TRAP) se llevó a cabo 
usando el sobrenadante correspondiente a 10.000 células. La extensión de la 
telomerasa se realizó a 30°C durante 30 minutos, seguida de 38 ciclos de reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR), cada ciclo con tres pasos: 94°C durante 30 segundos, 
59°C durante 30 segundos y 72°C durante 1 minuto. La extensión final se hizo a 72°C 
durante 3 minutos. La curva estándar se realizó utilizando el control TSR8 del kit a 
diferentes concentraciones. En todas las PCRs se incluyó como control interno un 
patron, también incluído en el kit, de 36 pares de bases. Además, células telomerasa 
positivas (provenientes del kit) se utilizaron como control positivo y tampón de lisis 
Chaps como control negativo de artefactos de la PCR por la presencia de dímeros de 
cebadores y/o contaminación desde otras muestras. La actividad TERT se cuantificó 
mediante el estudio de la fluorescencia emitida por las muestras en placas de 96 
pocillos gracias a un lector de fluorescencia (Synergy 4, BioTek Instruments, Winooski, 
USA). 
 
15. RT-PCR y qPCR  
 
Para estudiar la expresión del gen de la telomerasa, el RNA de muestras de 
ADSCs c-kit positivas y negativas, así como células de la línea NT2 como control 
positivo (línea de teratocarcinoma humano en pase 20 que expresa hTERT), se extrajo 
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mediante TRIzol (Sigma) siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, dos 
microgramos de cada RNA se retrotranscribieron con el SuperScript™ First-Strand 
Synthesis System para RT-PCR (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Después, cinco microlitros de cDNA se amplificaron con el kit HotStarTaq DNA 
polymerase (Quiagen) en un termociclador programado con los siguientes ciclos y 
pasos: 95˚C 15', (94°C 45", 56°C 30", 72°C 45") 40 ciclos y 72°C 7'. Para amplificar el 
cDNA correspondiente al gen hTERT se utilizaron los cebadores LT5 (5'-
CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA-3') y LT6 (5'-GGATGAAGCGGAGTCTGGA-3') (Meeran et 
al., 2010). El producto esperado tiene un tamaño de 145bps y pudo ser analizado tras 
separar por electroforesís en gel de agarosa 2% 10μl de cada reacción de PCR y 
tiñendo el gel con bromuro de etidio (1:10.000). 
Para cuantificar de manera más precisa los niveles de expresión de hTERT en las 
células ckit+ y ckit-, se llevó a cabo una PCR cuantitativa. En este caso como control 
positivo se utilizó cDNA de células Jurkat, una línea celular de linfocitos T 
inmortalizada, positiva para la expresión de hTERT, en pase 14. 
Los cebadores específicos para hTERT en este caso fueron: hT3_FWD (5’- 
AAATGCGGCCCCTGTTTCT-3’) y hT3_REV (5’- CAGTGCGTCTTGAGGAGCA-3’) (Shen et al., 
2009). Para normalizar los niveles de expresión de hTERT en los distintos tipos 
celulares, se utilizó como gen normalizador βactina, amplificada con los cebadores 
hACT_FWD (5’-AACCGCGAGAAGATCACCCAGATCATGTTT-3’) y hACT_REV (5’- 
AGCAGCCGTCATCTCTTGCTCGAAGTC-3’). Se utilizó el kit Quantimix Easy Kit (BioTools) y 
el sistema LightCycler (Roche) para amplificar las muestras. 
Para la determinación de los “Crossing Points” en las curvas de amplificación se 
utilizó el programa LightCycler Quantification Software (Roche) con el método de las 
derivadas segundas. Para la cuantificación de los niveles de expresión, se ha utilizado la 
fórmula EXP (-ΔCp hTERT-Act). 
 
16. Inducción de diferenciación condrogénica in vitro  
 
Se sembró, por duplicado, utilizando la técnica de cultivo micromass, una gota 
de 10µL de suspensión celular de PLA de 8x106 células/mL en medio de cultivo, 
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transcurridas 5 horas –tiempo suficiente para la adhesión celular a la superficie de 
cultivo- se cambió el medio de cultivo por medio de diferenciación condrogénica 
(tomado de Zuk et al, 2001): DMEM, Insulina-transferrina-selenio 1x (ITS, Sigma, San 
Louis, MS, USA), 0.1µM dexametasona (Merk, Darmstadt, Germany), 50µg/mL ácido 
ascórbico 2 fosfato (Sigma, San Louis, MS, USA). Se cultivaron refrescando el medio de 
diferenciación 3 veces por semana durante 4 semanas. La condrogénesis in vitro se 
confirmó usando la tinción histológica Azul Alcián a pH ácido para revelar la 
producción de proteoglicanos sulfatados: Los cúmulos de células fueron lavados con 
PBS y fijados a temperatura ambiente durante 15 minutos con  paraformaldehido 
(PFA) al 4% en PBS a pH: 7,4. Después, se lavaron con HCl 0,1N durante 5 minutos, 
para incubarlos a temperatura ambiente en una solución de Azul Alcián (Merk, 
Darmstadt, Germany) al 1% en HCl 0,1N hasta el día siguiente, cuando se lavaron dos 
veces de 5 minutos con HCl 0,1N  y un último lavado con agua corriente. Los cúmulos 
celulares así teñidos se montaron, presionándolos entre portaobjetos y cubreobjetos 
con el fin de aplanarlos, con Cristal/Mount (Biomeda corp.).  
 
17. Inducción de diferenciación osteogénica in vitro 
 
Se sembraron, por triplicado, cada una de las subpoblaciones celulares 
resultantes de la separación mediante citometría a una densidad de 2x104 células por 
cm2 y se cultivaron en medio de cultivo durante 24 horas tras las cuales se cambió el 
medio de cultivo a medio de diferenciación osteogénica (adaptación de Zuk et al, 
2001): DMEM, 10% FBS, 0.1µM dexametasona (Merk, Darmstadt, Germany), 50µg/mL 
ácido ascórbico 2 fosfato (Sigma). Se cultivaron refrescando el medio de diferenciación 
3 veces por semana, para a las 2, 3 y 4 semanas fijar los cultivos con paraformaldehído 
al 4% en PBS ajustado el pH a 7,4 durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para 
determinar el cambio de fenotipo en los cultivos de 2, 3 y 4 semanas se procedió a 
revelar la actividad fosfatasa alcalina (AP): Los cultivos fijados se lavaron 3 veces con 
agua destilada y se añadió 40 µl/ml de Naftol fosfato (Sigma) en 1 mg/ml de Fast Red 
TR (Sigma) en agua destilada. La solución se llevó a pH: 9 y con ella se incubaron las 
células en oscuridad y a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después se 
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lavaron con agua destilada hasta retirar por completo el exceso de reactivo y se 
procedió a su análisis. En los cultivos sometidos a medio de diferenciación osteogénica 
durante 4 semanas también se demostró la calcificación de la matriz extracelular 
mediante tinción de Von Kossa: Las células fueron lavadas con PBS y fijadas a 
temperatura ambiente durante 60 minutos con paraformaldehído al 4% en PBS a pH: 
7,4. Después, se lavaron en agua destilada y se incubaron  a temperatura ambiente y 
en oscuridad con una solución de nitrato de plata al 5% en agua destilada durante 30 
minutos. Después las células se lavaron tres veces durante 5 minutos con agua 
destilada y fueron iluminadas con luz U.V. durante 1 hora a temperatura ambiente. 
 
18. Inducción de diferenciación adipogénica in vitro 
  
Se sembraron, por triplicado, cada una de las subpoblaciones celulares 
resultantes de la separación mediante citometría a una densidad de 15x103 células por 
cm2  en pocillos de cultivo y se cultivaron en medio de cultivo estándar durante 24 
horas tras las cuales se cambió el medio de cultivo a medio de diferenciación 
adipogénica (tomado de Lin et al, 2005): DMEM suplementado con 10% FBS, 500μM 
Isobutilmetilxanteno (IBMX, Sigma), 1μM dexametasona (Sigma), 1μM Indometacina 
(Sigma). A las 72 horas se refrescó el medio añadiendo insulina 10μM (Actrapid, Novo 
Nordisk A/S, Bagsværd, DK) para a las 24 horas retirar el medio y cambiarlo por medio 
de diferenciación adipogénica sin insulina. El medio con insulina se añadió, de esta 
manera, cada 72 horas, lavándolo a las 24 horas con medio sin insulina y se mantuvo 
este protocolo durante 2 semanas, tras las cuales se reveló la presencia de vacuolas 
lipídicas intracelulares mediante tinción Red Oil-O: brevemente, los pocillos se lavaron 
durante 1 minuto en alcohol isopropílico al 60%, para después añadir 0,5% Red Oil-O 
(Merk) en alcohol isopropílico al 60% e incubar con esta solución 20 minutos, tras los 
cuales se procedió a lavar el pocillo con alcohol isopropílico al 60% durante 1 minuto y 
retirar el exceso de tinte con agua destilada. Las células se contratiñeron con 
hematoxilina de Cole (Dako) durante 5 minutos y se lavaron con agua corriente hasta 
retirar el exceso de hematoxilina. 
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19. Inducción de diferenciación miogénica in vitro 
 
Se sembraron, por duplicado, cada una de las subpoblaciones celulares 
resultantes de la separación mediante citometría a una densidad de 103 células por 
cm2  y se cultivaron en medio de cultivo durante 24 horas tras las cuales se cambió el 
medio de cultivo a medio de diferenciación miogénica (adaptación de Zuk et al, 2001): 
DMEM, 10% FBS, 50 µM Hidrocortisona (Sigma, San Louis, MS, USA), 10% FBS, 5% 
suero de caballo (HS, Sigma, San Louis, MS, USA) y 1% P/S. Se mantuvo en las mismas 
condiciones de cultivo, cambiando el medio 3 veces por semana, durante 45 días, tras 
los cuales se retiró el medio de los pocillos, se lavaron con PBS y se fijaron con 
paraformaldehído al 4% en PBS. Para determinar el cambio de fenotipo se procedió a 
poner de manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la presencia de actina 
sarcomérica (Dako). 
 
20. inducción de diferenciación cardiomiogénica in vitro por cocultivo en contacto 
 
Cada una de las subpoblaciones celulares resultantes de la separación 
inmunomagnética del PLA se marcó mediante incubación con VibraDill rojo o verde 
(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA) 1:200 en PBS a 37°C diez minutos, y se sembraron, 
por triplicado, 7,5 x 103 células por cm2 en pocillos de cultivo de 2 cm2, 
inmediatamente se añadió a cada pocillo la cantidad de preparado de corazón fetal  de 
ratón correspondiente a un corazón y se cultivaron en DMEM suplementado con 10% 
FBS, 5% HS y 1% P/S en condiciones estándar. El medio de cultivo se cambió a las 24 
horas y cada 2-3 días durante 21 días, tras los cuales, se realizaron videos para 
demostrar la presencia de grupos mixtos de células con palpitación espontánea. 
Posteriormente se fijaron en PFA 4% en PBS durante 15 minutos y  después se lavaron 
con PBS. Para determinar el cambio de fenotipo se procedió a poner de manifiesto 
mediante reacción inmunocitoquímica la presencia en las células de Troponina 
cardiaca (Sigma, San Louis, MS, USA), actina cardiaca (Sigma) y GATA4, (Novus 
Biologicals, Cambridge, UK). 
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21. Estimulación de progenitores cardiomiocíticos de ratón in vitro 
 
Se sembraron, por triplicado, la parte correspondiente a un corazón de 
preparado de corazón fetal de ratón en pocillos de cultivo de 2cm2, y 15 x 103 células 
de cada una de las subpoblaciones celulares resultantes de la separación 
inmunomagnética de PLA en un soporte permeable (Transwell, Corning, Corning, NY, 
USA) superior, cultivando a 37º C y 5% CO2 en DMEM + 10% FBS + 5% HS + 1% P/S (de 
forma que ambos tipos celulares compartieran el mismo medio de cultivo sin 
contactar) durante 6 días en los que se cambió el medio 2 veces. Tras este tiempo, los 
transwells con las células PLA fueron desechados  y los pocillos con el preparado de 
corazón fetal se fijaron con PFA 4% en PBS durante 15 minutos y se lavaron con PBS. 
Para determinar las diferencias en la estimulación de progenitores se procedió a poner 
de manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la presencia de GATA4. 
 
22. Inducción de diferenciación cardiomiogénica in vitro por cocultivo sin contacto 
 
Se sembraron, por triplicado, cada una de las subpoblaciones celulares 
resultantes de la separación mediante citometría a una densidad de 15 x 103 células 
PLA en pocillos de cultivo de 2cm2 (Corning), y la parte correspondiente a un corazón 
de preparado de corazón fetal de ratón en el transwell superior, cultivando a 37°C y 5% 
CO2 en DMEM  + 10% FBS + 5% HS + 1% P/S durante 21 días en los que se cambió el 
medio 2 veces por semana. Tras este tiempo, los transwells con el preparado fueron 
desechados  y los pocillos con las células PLA se fijaron con PFA 4% en PBS durante 15 
minutos y se lavaron con PBS. Para determinar el cambio de fenotipo se procedió a 
poner de manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la presencia de troponina 
cardiaca, actina cardiaca y GATA4. 
 
23. Diferenciación cardiomiogénica in vitro por inducción con 5-azacitidina 
 
Se sembraron, por sextuplicado, cada una de las subpoblaciones celulares 
resultantes de la separación mediante citometría a una densidad de 7,5 x 102 células 
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de PLA por cm2 en pocillos de cultivo y se cultivaron en condiciones estándar en DMEM 
suplementado con 10% FBS y 1% P/S durante 24 horas, tras las cuales se añadió al 
medio de cultivo 3μM 5-Azacitidina (5-Aza, Sigma, San Louis, MS, USA). A las siguientes 
48 horas, el medio se cambió en la mitad de los pocillos por DMEM +10% FBS +5% HS 
+1% P/S +3μM 5-Aza, mientras en los pocillos restantes se continuó el cultivo con el 
medio anterior fresco. Ambos medios se cambiaron cada 2-3 días durante 14 días, tras 
los cuales los pocillos fueron fijados con PFA 4% en PBS pH: 7,4 durante 15 minutos y 
se lavaron con PBS. Para determinar el cambio de fenotipo se procedió a poner de 
manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la presencia de troponina cardiaca, 
actina cardiaca y GATA4. 
 
24. Inducción de fenotipo neuroectodérmico in vitro 
 
Se sembraron, por triplicado, cada una de las subpoblaciones celulares 
resultantes de la separación inmunomagnética a una densidad de 5 x 103 células por 
pocillo de cultivo de área 0,32 cm² (Corning) y se cultivaron (condiciones estándar de 
temperatura, humedad relativa y concentración de CO2) en medio de cultivo estándar 
durante 24 horas tras las cuales se cambió el medio de cultivo a medio de 
diferenciación neurogénica (tomado de Zuk et al., 2002): DMEM + 20% FBS + 1% P/S + 
1mM β-Mercaptoetanol (Sigma). Tras 24 horas, se cambió el medio de cultivo por 
DMEM-HG + 7,5mM β-Mercaptoetanol durante 3 horas, tras las cuales se lavaron los 
pocillos con PBS y se fijaron a temperatura ambiente durante 15 minutos con  
paraformaldehido al 4% en PBS a pH: 7,4. Para determinar el cambio de fenotipo se 
procedió a poner de manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la presencia de 
antígeno S100 en las células. Como control negativo se utilizaron ADSCs cultivadas en 
condiciones y medio estándar.  
 
25. Inducción de fenotipo pancreático in vitro 
 
Se sembraron, por quintuplicado, 2.500 células de cada una de las 
subpoblaciones resultantes de la separación inmunomagnética en pocillos de cultivo 
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de área 0,32 cm² (Corning) y se cultivaron en condiciones estándar en DMEM baja 
glucosa (DMEM-LG; Gibco) suplementado con un 10% de FBS y un 1% de P/S hasta el 
día siguiente, cuando se lavaron con PBS y se cambió el medio de cultivo por medio de 
inducción pancreática (Tomado de Scholz et al., 2009): DMEM, 1% P/S, 2% B-27 
(Gibco), 1nM Activina A (Sigma), 10nM Nicotinamida (Sigma), 1mM β-Mercaptoetanol, 
2 nM Betacellulina (Sigma), 10nM exendina-4 (Sigma). El medio de diferenciación se 
refrescó cada 2 días durante una semana, tras la cual se lavaron los pocillos con PBS y 
se fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS a pH: 7,4 durante 15 minutos a 
temperatura ambiente. Tras retirar el fijador se lavaron los pocillos 3 veces durante 5 
minutos con PBS. Para determinar el cambio de fenotipo se procedió a poner de 
manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la presencia de insulina 
intracitoplasmática. Como control negativo se utilizaron células ADSCs cultivadas en 
DMEM-LG + 10% FBS + 1% P/S. La contratinción  para los contajes manuales se realizó 
con Hematoxilina de Harris. 
 
26. Inducción de fenotipo hepático in vitro 
 
Se sembraron, por quintuplicado y para cada tiempo de diferenciación, 20.000 
células por cm2 de cada una de las subpoblaciones celulares resultantes de la 
separación inmunomagnética en medio de expansión [60% DMEM-LG; 40% MCDB-201 
(Sigma); 1% ITS (Gibco); 10-9 M dexametasona (Sigma); 10-4 M ácido ascórbico 2 fosfato 
(Sigma); 10 ng/ml rhEGF (R&D Systems); 5% FBS (Gibco); 1% P/S (Gibco); 0.6% 
Glutamax (Gibco). Se añadió también 0,1% Fenol Red (Sigma) para vigilar el pH] sobre 
0.1% gelatina porcina en PBS, polimerizada a temperatura ambiente durante 1 hora y 
se cultivaron en condiciones estándar durante 48 horas, tras las cuales los cultivos se 
lavaron 2 veces con PBS y se cambió el medio a medio diferenciación: Igual que el de 
expansión pero sin FBS y con 10ng/ml de factor de crecimiento hepático (HGF, Sigma) 
y 10 ng/ml de oncostatina M (OSM, Sigma). El medio se cambió cada 2 días hasta la 
finalización del periodo de diferenciación. Tras 10 días, los cultivos fueron fijados con 
4% PFA pH: 7,4 en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente se 
retiró el PFA y los pocillos fueron lavados con PBS. Para determinar el cambio de 
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fenotipo se procedió a poner de manifiesto mediante reacción inmunocitoquímica la 
presencia de albúmina intracitoplasmática. 
 
27. Cuantificación de las diferenciaciones 
 
  Para valorar la eficacia de las inducciones de diferenciación entre las diferentes 
subpoblaciones (obtenidas tras la separación celular por citometría de flujo o la 
separación inmunomagnética), los pocillos fijados y contrateñidos de la forma ya 
descrita, se contaron manualmente las células marcadas y las células sin marcar de al 
menos 500 células (tomadas al azar) por pocillo y la significancia (p<0,05) se evaluó 
mediante la prueba U de Mann-Whitney utilizando el software de IBM SPSS Statistics 
2.0. En el caso de las inducciones miogénica y osteogénica se utilizó un analizador de 
imagen sobre fotos de 10 campos micrográficos (objetivo 20X) tomados al azar: En 
cada foto, la densidad de tinción (Densidad óptica) por unidad de superficie fue 
medida con un analizador de imagen automático (Motic Images Advanced version 3.2, 
Motic China Group Co., China). La delimitación de las áreas se llevó a cabo 
manualmente utilizando el ratón del analizador de imagen. Como control negativo se 
procesaron micrografías de los mismos experimentos en los que no se usó anticuerpo 
primario y la densidad óptica de estos controles se restó de los valores problema. La 
significancia (p<0,05) de los datos fue analizada con la prueba U de Mann-Whitney 
utilizando el software de IBM SPSS Statistics 2.0. 
 
28. Imágenes y vídeos 
 
Todas las microfotografías fueran tomadas por una cámara Nikon (Nikon 
Corporation, Tokyo, Japón) incorporada a un microscopio invertido Zeiss y procesadas 
por el programa Nis-elements de Nikon o con un microscopio de campo claro Olympus 
(Olympus Corporation, Tokyo, Japón) asociado a una cámara Olympus y con un sistema 
de procesado de imágenes DP de Olympus. 
Los vídeos para mostrar las contracciones espontáneas en la diferenciación  
cardiomiogénica por cocultivo en contacto fueron realizados con una cámara 
 
 
 
 
- 46 - 
 
Hamamatsu (Hamamatsu Photonics K.K., Tokyo, Japón) en un microscopio invertido 
Leica y procesados con el software LAS AF de Leica Microsystems. 
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1. El tejido adiposo humano contiene una proporción constante de células c-kit+ 
 
          Mediante análisis por citometría de flujo  (Figura 1A) de la población PLA de 3 
pacientes diferentes en 4 pases correlativos (P.0, P.1, P.2 y P.3) se determinó que la 
cantidad relativa de células c-kit positivas presentes en los cultivos era constante, no 
existiendo diferencias significativas (p>0,05) ni entre los diferentes pases (Figura 1B) ni 
entre donantes, siendo la media entre los diferentes pases estudiados de 0,57%.  
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Figura 1: Citometría de flujo de una muestra representativa de la SVF de tejido adiposo 
humano. (A) Control negativo (panel izquierdo) y células inmunomarcadas con ficoeritrina 
c-kit (K-PE) positivas (panel derecho, círculo rojo). (B) El porcentaje de células c-kit positivas 
se mantiene a lo largo de los pases; el gráfico muestra la media y desviación estándar de 3 
muestras de donantes diferentes. 
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2. Parte de la población c-kit expresa también CD105 
 
Mediante doble inmuno marcaje fluorescente y análisis por citometría de flujo 
(FACS), se aislaron cuatro poblaciones: Células c-kit positivas, células CD105 positivas o 
células doble positivas o doble negativas para ambos marcadores (Figura 2). La 
población CD105+, en contraste con la escasa población c-kit+, representa entre el 9% 
y el 14% del total del PLA; siendo la mayor parte de las células presentes en cada 
muestra negativas para ambos marcadores.  
 
 
 
3. Las células c-kit tienen capacidad clonogénica 
 
Se aislaron células c-kit positivas mediante FACS y se cultivó una sola célula por 
pocillo en placas de Terasaki, obteniendo poblaciones clonales (Figura 3) que 
sobrevivieron en cultivo en fase Log al menos 8 meses. Durante este tiempo, la mayor 
parte de las células fueron perdiendo la expresión de c-kit, recuperando una 
proporción  (Observación subjetiva -no contabilizada- mediante inmunocitoquímica a 
Figura 2: Citometría de flujo de una muestra representativa en pase 1 de PLA humano. (A) 
Control negativo (panel izquierdo) y células marcadas CD105/c-kit (CD117) con fluoresceína 
y ficoeritrina respectivamente (panel derecho). R1 (rojo): CD105+/c-kit+. R2 (verde): 
CD105+/c‐kit‐. R3 (rosa): CD105-/c-kit+.  
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diferentes pases) similar a la presente en la población ADSC completa (ver apartados 
anteriores).  
 
 
4. Las células c-kit tienen mayor índice de proliferación y capacidad de 
autorrenovación 
 
Tras mantener las subpoblaciones aisladas c-kit positiva y negativa en cultivo 
durante 100, 200 y 300 días, se midió el índice de proliferación mediante incorporación 
de BrdU. Los resultados (Figura 4 y Tabla 1) muestran mayores índices de proliferación 
para la población c-kit positiva en todos los tiempos estudiados. Consecuentemente 
con estos resultados, la población c-kit positiva mostró una fase proliferativa más larga 
y un tiempo máximo de supervivencia mayor que la población c-kit negativa (Tabla 1). 
Todas las diferencias observadas, menos el tiempo máximo de supervivencia, fueron 
significativas (prueba U de Mann-Whitney; p<0,05). 
 
 
Figura 3: Las células c-kit tienen capacidad clonogénica. Inmunofluorocitoquímica frente a 
c-kit (FITC, verde) en un clon derivado de una sola célula c-kit +. Núcleos celulares 
contrateñidos en azul con DAPI. 200x. 
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B:  
 
 
5. Las células c-kit son cariotípicamente estables y no sufren transformaciones 
espontáneas en cultivos a largo plazo 
 
Se realizaron cariotipos de las poblaciones c-kit positiva y c-kit negativa tras un 
mes en cultivo, sin encontrar en ninguna de las muestras anormalidades cromosómicas 
numéricas (Figura 5). El bajo nivel de resolución del cariotipo (<400 bandas) no 
Figura 4: Índice de proliferación. (A) Micrografía óptica de una población c-kit+ a los 300 días. 
La flecha negra señala un núcleo que ha incorporado BrdU en las últimas 24 horas de cultivo 
teñido con diaminobencidina y la flecha blanca señala un núcleo de una célula quiescente, no 
teñido. 200x. (B) Índice de proliferación por incorporación de BrdU de las poblaciones c-kit 
positiva y negativa a los tiempos indicados. Los gráficos muestran la media y la desviación 
estándar de un experimento representativo realizado por triplicado. Las estrellas indican 
diferencias significativas (p<0,05). 
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permitió descartar alteraciones estructurales o mosaicos de baja frecuencia. De todas 
formas y a pesar de la información limitada que ofreció el cariotipo, ninguno de los 
cultivos llevados a término (véase el apartado anterior) desarrollaron 
transformaciones espontáneas (inmortalización). 
 
 
 
6. Las células c-kit muestran mayor actividad y expresión de telomerasa 
 
El mayor índice proliferativo y la mayor capacidad de autorrenovación de las 
células c-kit positivas sugieren que dicha población puede tener una actividad 
telomerasa también mayor. Para confirmarlo se procedió a estudiar y medir la 
actividad telomerasa  en ambas poblaciones c-kit, positiva y negativa, confirmando que 
las células c-kit + muestran mayor actividad telomerasa (Figura 6A y Tabla 1). Más aún, 
se estudió la expresión de telomerasa mediante RT-PCR (Figura 6B) y se cuantificó 
Figura 5: Cariotipo normal femenino de una muestra de ADSCs c-kit +. 
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mediante qPCR, demostrando que sólo la población c-kit positiva muestra expresión 
de telomerasa detectable (Figura 6C y Tabla 1). 
 
 
 
 
Figura 6: Actividad y expresión de telomerasa. (A) Fluorometría de la actividad telomerasa, 
la muestra control pertenece al kit TrapezeXL. El gráfico muestra los datos de un 
experimento representativo. (B) Gel de agarosa de la RT-PCR de RNA de telomerasa, la 
muestra control (NT2) es una línea de teratoma de la ATCC. Carril izquierdo: marcador de 
peso molecular. Demás carriles: leyenda en la imagen. (C) Cuantificación de la expresión de 
telomerasa mediante qPCR. Se utilizó la línea inmortalizada Jurkat como control positivo. Los 
gráficos muestran la media y la desviación estándar de un experimento representativo 
realizado por triplicado. Las estrellas indican diferencias significativas (p<0,05). 
 
Resultados 
_____________________________________________________________________________________ 
 
 
- 55 - 
 
 
7. Las células c-kit en el tejido adiposo se localizan en el espacio estromal 
perivascular 
 
Con el objetivo de identificar el nicho in vivo donde se alojan las células c-kit 
positivas, se procedió a realizar una reacción inmunohistoquímica frente a c-kit en 
cortes de tejido adiposo, de humano y de ratón: Las células marcadas se encontraron 
exclusivamente en el espacio estromal, cerca de los vasos sanguíneos (Figura 7). 
 
 
 c-kit - c-kit + 
Índice de proliferación 100 días (%) 53,9±4,74 74,77±4,86 
Índice de proliferación 200 días (%) 24,62±11,74 54,2±13,47 
Índice de proliferación 300 días (%) 0 10,07±6,16 
Duración fase proliferativa (días) 160,5±53,63 276±27,56 
Supervivencia máxima en cultivo (días) 313,5±53,20 379±71,17 
Actividad telomerasa (TPG; u.a.) 1,191083472 5,588703443 
Expresión de telomerasa (hTERT-actin; u.a.) No detectable 0,000068±1,9x10-6 
Figura 7: Localización in vivo de células c-kit (flechas) y vasos sanguíneos (estrellas). (A) 
Corte en parafina de tejido adiposo humano e inmunohistoquímica frente a c-kit. 
Contratinción con hematoxilina. 400x. (B) Criocorte de tejido adiposo humano y doble 
inmunohistoquímica frente a c-kit (marrón) y CD31 (rojo) para mostrar las células 
endoteliales del vaso sanguíneo. 200x. (C) Corte en parafina de tejido adiposo de ratón e 
inmnohistoquímica frente a c-kit. Contratinción con hematoxilina. 200x. 
Tabla 1: Valores medios de las características fenotípicas estudiadas de las células c-
kit. Los marcos resaltados encierran valores significativamente mayores (p<0,05). 
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8. Las células c-kit residen en el tejido adiposo 
 
Para descartar la posibilidad de que la población c-kit no residiera en el tejido 
adiposo y tuviera un origen sanguíneo, se procedió a perfundir PBS a tres ratones 
hasta extraer completamente su sangre, posteriormente se obtuvo su tejido adiposo 
inguinal y se procesó para obtener la SVF. La SVF se analizó por citometría de flujo 
fluorescente frente a c-kit y se demostró que las células c-kit todavía permanecían en 
el tejido tras la exanguinación (Figura 8).      
                                                                          
 
 
9. Las ADSCs c-kit+ tienen el potencial de diferenciación osteogénico y miogénico 
similar al de las ADSCs c-kit- 
 
Para conocer el potencial de diferenciación condrogénico, osteogénico y 
miogénico de la población c-kit se realizaron experimentos de diferenciación directa 
mediante inducción bioquímica. Todas las muestras demostraron tener una alta 
capacidad de diferenciación hacia los tres linajes estudiados (Figura 9A-C), pero al 
mismo nivel que las células c-kit negativas e independientemente de la expresión de 
CD105 (Figura 9D, E y tabla 2). La eficiencia de la diferenciación condrogénica no se 
Figura 8: Localización de las células c-kit in vivo. Análisis por citometría de flujo de la SVF 
de ratón. (A) Control de autofluorescencia. (B) Análisis de la población c-kit (elipse roja) de 
ratón sin tratar. (C) Análisis de la población c-kit de ratón tras su exanguinación total. Se 
puede observar la población c-kit remanente (elipse roja) en el tejido adiposo tras la 
perfusión con PBS. 
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pudo cuantificar debido a la técnica micromass utilizada. Todos los experimentos se 
realizaron independientemente y por triplicado. 
 
 
 
 
Figura 9: Diferenciación mesodérmica: Fenotipos cartilaginoso, óseo y muscular. (A) 
Micrografía óptica de un cúmulo de ADSCs c-kit tras la inducción de la diferenciación, 
mostrando los proteoglicanos sulfatados de la matriz extracelular típicos del tejido 
cartilaginoso teñidos con azul alcian. 100x. (B) Micrografía óptica de un cultivo de células c-
kit tras inducción osteogénica, mostrando las células con actividad fosfatasa alcalina teñidas 
de rojo con Fast Red. 200x. (C) Micrografía óptica de un cultivo de células c-kit  tras inducción 
miogénica, mostrando las células que desarrollaron actina sarcomérica intracitoplasmática 
teñidas con diaminobencidina. 200x. (D) Eficiencia osteogénica mediante análisis de imagen 
de la fosfatasa alcalina tras el proceso de inducción de las poblaciones estudiadas. (E) 
Eficiencia miogénica mediante análisis de imagen de la actina presente tras el proceso de 
inducción de las poblaciones estudiadas. Los gráficos muestran la media y la desviación 
estándar de un experimento representativo realizado por triplicado.  
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10. Las ADSCs c-kit+ tienen el potencial de diferenciación adipogénico mayor, pero 
no son preadipocitos 
 
Las células c-kit positivas también muestran capacidad de diferenciación 
adipogénica cuando se cultivan en el medio apropiado, desarrollando vacuolas lipídicas 
intracitoplasmáticas (Figura 10A) y demostrando significativamente (p<0,05) mayor 
potencial de diferenciación que la población c-kit negativa. No se encontraron 
diferencias estadísticamente significativas entre las poblaciones c-kit +/CD105 + y c-kit 
+/CD105 - (Figura 10B y tabla 2).  
Para comprobar si la población c-kit correlacionaba con una población de 
preadipocitos CD24+ (Rodeheffer et al, 2008; Berry et al., 2013), se realizó una 
citometría de flujo fluorescente con doble inmunomarcaje c-kit/CD24 sobre la 
población total cultivada de la SVF, demostrando ser dos poblaciones diferentes 
(Figura 10C).  
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Figura 10: Diferenciación mesodérmica: Fenotipo adiposo. (A) Micrografía óptica de un 
cultivo de células c-kit  tras inducción adipogénica. Se pueden observar las inclusiones 
lipídicas teñidas con Red Oil O (rojo) y los núcleos celulares contrateñidos con hematoxilina 
(azul). 400x. (B) Eficiencia adipogénica de las ADSCs, en base a la expresión de c-kit y CD105, 
mediante comparación del número de células con inclusiones lipídicas presentes tras la 
inducción en cada población celular. Los gráficos muestran la media y la desviación estándar 
de un experimento representativo realizado por triplicado. Las estrellas indican diferencias 
significativas (p<0,05). (C) Citometría de flujo fluorescente c-kit/CD24. Panel izquierdo: 
Control de autofluorescencia. Panel derecho: Eje ordenadas: células marcadas con  
anticuerpo anti c-kit conjugado con ficoeritrina (triángulo rojo). Eje abscisas: células 
marcadas con anticuerpo anti CD24 conjugado con fluoresceína (triángulo azul).  
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11. Las ADSCs c-kit+ ayudan a mantener el fenotipo cardiaco en cultivos primarios de 
cardiomiocitos embrionarios 
 
Para comprobar la capacidad de las células c-kit para diferenciarse en 
cardiomiocitos se ensayaron diferentes métodos.  
Diferenciación mediante cocultivo: Al cultivar las diferentes subpoblaciones 
ADSCs junto a los cardiomiocitos embrionarios de ratón se desarrollaron 
espontáneamente colonias mixtas contráctiles en todos los cultivos (Vídeo 1). El 
número y distribución de las colonias contráctiles en los cocultivos no revelaron 
diferencias entre las poblaciones estudiadas. Desde una aproximación 
inmunocitoquímica, se pudieron identificar en el citoplasma de las células humanas 
moléculas exclusivas del tejido muscular cardiaco diferenciado, no presentes en otros 
tejidos, como la actina cardiaca y la troponina cardiaca (Figuras 11A-E). La alta 
estratificación de las células en las colonias, hizo imposible determinar el número de 
células humanas que expresaron dichas proteínas. Para intentar solventar el problema, 
se dispersaron las células por subcultivo en una mayor superficie, de forma que se 
presentaran en monocapa celular, pero el proceso eliminó selectivamente las células 
más diferenciadas, impidiendo extraer conclusiones válidas mediante el análisis 
cuantitativo de la troponina y la actina cardiacas.  Se decidió, por lo tanto, estudiarla 
presencia  del factor de transcripción GATA4, proteína reguladora de la función y 
diferenciación del miocardio, que se encuentra en los núcleos de células progenitoras 
cardiacas (Figuras 11F-L). Utilizando anticuerpo anti-GATA4 se observó que 
aproximadamente un 30% (Tabla 2) de las células c-kit mostraban, tras el cocultivo y 
posterior subcultivo, diferenciación cardiomiocítica, cantidad superior pero no 
estadísticamente significativa que la de la población c-kit negativa (Figura 11M). 
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Vídeo 1: Colonia contráctil mixta representativa obtenida por cocutivo de ADSCs c-kit y 
cardiomiocitos embrionarios de ratón durante 3 semanas. (A) Fotograma del vídeo 
tomado con contraste de fase de una colonia contráctil en cultivo. (B) Fotograma del vídeo 
tomado bajo excitación fluorescente de la misma colonia contráctil anterior mostrando las 
células humanas c-kit teñidas previamente con CM-Dil (rojo) imbricadas con las células no 
teñidas de ratón. Los vídeos completos se pueden encontrar en el CD anexo. 
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Figura 11: Diferenciación mesodérmica: Fenotipo cardiaco. (A) Micrografía óptica de 
campo claro tras el periodo de inducción cardiomiogénico por cocultivo. Se pueden observar 
las fibras de actina cardiaca intracitoplasmáticas inmunocitoquímicamente teñidas con 
diaminobencidina (marrón) y los núcleos celulares contrateñidos con hematoxilina (azul). 
200x. (B) Micrografía óptica de fluorescencia tras el periodo de inducción cardiomiogénico 
por cocultivo. Se pueden observar las fibras de troponina cardiaca reveladas 
inmunofluorescentemente con Texas red (rojo) y los núcleos celulares teñidos con DAPI. 
200x. (C-E) Micrografías ópticas de fluorescencia de un mismo campo óptico tras el proceso 
de subcultivo posterior a la inducción cardiomiogénica por cocultivo en los que se puede, 
aun, observar alguna célula expresando troponina cardiaca. Respectivamente: núcleos 
teñidos con DAPI, citoplasma de célula humana teñido con CM-Dil (rojo) y fibras de 
troponina inmofluorescentes con fluoresceína. 200x. (F-G) Micrografías ópticas de 
fluorescencia de un mismo campo óptico de un cultivo de ADSCs tras inmunofluorescencia 
frente a GATA4. Control negativo. 200x. (H-I) Micrografías ópticas de fluorescencia de un 
mismo campo óptico de un cultivo de cardiomiocitos embrionarios de ratón tras 
inmunofluorescencia frente a GATA4. Control positivo. 200x. (J-L) Micrografías ópticas de 
fluorescencia de un mismo campo óptico tras el proceso de subcultivo posterior a la 
inducción cardiomiogénica por cocultivo sobre el que se realizó inmunofluorescencia frente 
a GATA4. 200x. Obsérvese mediante comparación de las tres micrografías: (J) Núcleos 
celulares teñidos con DAPI (azul), la flecha blanca señala una célula de ratón GATA4 
negativa. (K) Citoplasmas de células humanas teñidos con CM-Dil (verde), la flecha azul 
señala una célula humana GATA4 negativa y la flecha blanca señala un grupo de tres 
células humanas GATA4 positivas. (L) Núcleos expresando GATA4 inmunomarcados con 
Texas Red (rojo), la flecha blanca señala dos células de ratón GATA4 positivas. (M) 
Eficiencia cardiomiogénica por cocultivo en base a la expresión de GATA4 en las poblaciones 
estudiadas. Los gráficos muestran la media y la desviación estándar de un experimento 
representativo realizado por triplicado. 
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Contrariamente, sí se observó un efecto significativamente positivo (p<0,05)  de 
las células c-kit sobre el mantenimiento del fenotipo GATA-4+ en los cardiomiocitos 
embrionarios de ratón; incluso si, mediante un sistema transwells las células humanas 
y de ratón comparten solo el medio de cultivo (cocultivo sin contacto físico directo 
entre las células humanas y las de ratón) (Figuras 12A, 12B y Tabla 2). 
 
Diferenciación directa (5-AZA, MethoCult, VEGF): A pesar de no observar 
expresión de troponina ni actina cardiaca, ni contracciones espontáneas 
(diferenciación completa) en ninguno de los cultivos, se valoró si la inducción había 
modificado el fenotipo de las células hacia un estado de diferenciación cardiomiocítica 
intermedio, encontrando que en aproximadamente un 20% (Tabla 2) de las células c-
kit inducidas con 5-azacitidina se expresaba el marcador de diferenciación 
Figura 12: Mantenimiento de progenitores cardiacos. (A) Micrografía óptica de campo claro 
de  un cultivo primario de cardiomiocitos embrionarios de ratón tratado con medio 
condicionado con ADSCs c-kit + mediante transwells y posterior reacción inmunocitoquímica 
frente a GATA4, revelada con Fast Red (rojo). La flecha blanca señala una célula GATA4 
negativa y la flecha negra una célula GATA4 positiva. Contratinción con hematoxilina. 200x. 
(B) Eficiencia en el mantenimiento de progenitores cardiacos de ratón mediante medio de 
cultivo condicionado por las poblaciones humanas estudiadas. Los gráficos muestran la 
media y la desviación estándar de un experimento representativo realizado por triplicado. 
Las estrellas indican diferencias significativas (p<0,05). 
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cardiomiocítica GATA-4 tras la inducción (Figura 13A); cantidad superior a la de la 
población c-kit negativa pero no significativa (Figura 13B). 
 
12. Las ADSCs c-kit+ tienen el potencial de diferenciación neuroectodérmico similar 
al de las ADSCs c-kit- 
 
Para comprobar la capacidad de diferenciación de las células c-kit fuera del 
linaje mesodérmico, se estudió la eficiencia de estas células para diferenciarse en 
células propias del linaje ectodérmico. 
Se procedió a diferenciar las células c-kit+ y c-kit- mediante inducción directa 
neurogénica y posteriormente se verificó inmunocitoquímicamente la capacidad para 
diferenciarse mediante la expresión del antígeno S-100 (Figura 14A). Al comparar las 
eficiencias de diferenciación entre las poblaciones estudiadas, la población c-kit+ 
reveló mayor eficiencia media, pero la diferencia no fue significativa (p>0,05)  respecto 
a la población c-kit- (Figura 14B  y Tabla 2). 
 
Figura 13: Diferenciación mesodérmica: Fenotipo cardiaco. (A) Micrografía óptica de campo 
claro de un cultivo de ADSCs c-kit tras el proceso de inducción cardiomiogénico mediante 5-
Azacitidina sobre el que se provocó reacción inmunocitoquímica frente a GATA4 y se reveló 
con Fast Red (rojo); la flecha blanca muestra una célula GATA4 negativa y la flecha negra 
señala una célula GATA4 positiva. Contratinción con hematoxilina (azul). 200x. 
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13. Las ADSCs c-kit+ tienen mayor potencial de diferenciación pancreático 
 
También se ensayó la plasticidad de las células ADSCs para diferenciarse en 
fenotipos propios del linaje endodérmico como el pancreático.  
Tras inducir a las poblaciones estudiadas con el medio apropiado, se pudieron 
observar en todos los cultivos células productoras de insulina (Figura 15A). Al medir la 
eficiencia de la diferenciación, la población c-kit+ demostró significativamente (p<0,05) 
mayor potencial de diferenciación pancreático que la población c-kit negativa, 
independiente de la expresión de CD105 (Figura 15B y Tabla 2), demostrando que las 
población c-kit+ tiene mayor potencial de diferenciación, no solo dentro del linaje 
mesodérmico, sino también del linaje endodérmico. 
 
 
 
Figura 14: Diferenciación ectodérmica: Fenotipo neuroepitelial. (A) Micrografía óptica de 
fluorescencia tras la inducción neurogénica y posterior reacción inmunofluorescente frente a 
S-100. Se pueden observar los núcleos celulares teñidos con DAPI y dos células S-100+. 200x. 
(B) Eficiencia neurogénica tras el periodo de inducción en base a la expresión de S-100 en las 
poblaciones estudiadas. Los gráficos muestran la media y la desviación estándar de un 
experimento representativo realizado por triplicado. 
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14. Las ADSCs c-kit+ tienen mayor potencial de diferenciación hepático 
 
Para determinar si las células c-kit tienen, preferentemente, mayor potencial de 
diferenciación por los fenotipos endodérmicos, se procedió a ensayar la inducción 
directa de las poblaciones hacia el linaje hepático (Figura 16A), encontrando, tras una 
semana de inducción, significativamente (p<0,05) mayor porcentaje de células 
productoras de albúmina (70%) en la población c-kit que en la población c-kit negativa, 
e independientemente de la expresión de CD105 (Figura 16B y tabla 2).  
 
 
 
 
 
Figura 15: Diferenciación endodérmica: Fenotipo pancreático. (A) Micrografía óptica de un 
cultivo de células c-kit+ tras inducción pancreática. Se pueden observar las células 
productoras de insulina inmunoteñidas con Fast Red (rojo) y los núcleos celulares 
contrateñidos con hematoxilina (azul). 200x. En el detalle superior derecho de la imagen se 
puede observar con nitidez una célula mostrando un gránulo de insulina intracitoplasmática. 
200x. (B) Eficiencia pancreatogénica de las ADSCs, en base a la expresión de c-kit y CD105, 
mediante comparación del número de células productoras de insulina presentes tras la 
inducción en cada población celular. Los gráficos muestran la media y la desviación estándar 
de un experimento representativo realizado por triplicado. Las estrellas indican diferencias 
significativas (p<0,05). 
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Figura 16: Diferenciación endodérmica: Fenotipo hepático. (A) Micrografía óptica de un 
cultivo de células c-kit tras inducción hepática. Se pueden observar células con albúmina 
intracitoplasmática inmunoteñida con Fast Red (rojo) junto a células sin teñir, no 
productoras de albúmina; contratinción con hematoxilina (azul). 200x. (B) Eficiencia 
hepatogénica de las ADSCs, en base a la expresión de c-kit y CD105, mediante comparación 
del número de células productoras de albúmina presentes tras la inducción en cada 
población celular. Los gráficos muestran la media y la desviación estándar de un experimento 
representativo realizado por triplicado. Las estrellas indican diferencias significativas 
(p<0,05). 
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c-kit – 
 
c-kit + 
 CD105 - CD105 + CD105 - CD105 + 
Osteogénesis (O.D.) 
10,078±4,634 
 
8,365±0,412 10,761±2,283 7,478±2,649 
Miogénesis (O.D.) 21,674±2,822 20,876±1,415 20,612±1,348 21,302±2,183 
Adipogénesis (%) 15,8±1,417 18,133±3,134 24,8±0,916 24,466±2,052 
Cardiomiogénesis (cocultivo) 
(%) 
33,76±11,794 33,51±5,642 
Supervivencia progenitores 
(%) 
30,366±8,452 47,153±3,326 
Cardiomiogénesis (5-AZA) (%) 11,19±4,26 19,36±2,47 
Neurogénesis (%) 52,722±5,201 56,844±4,304 
Pancreogénesis (%) 14,296±2,687 16,76±1,36 26,896±1,332 30,433±1,491 
Hepatogénesis (%) 47,826±2,459 52,663±2,417 62,836±2,867 66,903±3,981 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2: Valores medios de las eficiencias de diferenciación y de mantenimiento de progenitores 
de las subpoblaciones ADSCs estudiadas. Los marcos resaltados encierran valores 
significativamente mayores (p<0,05). 
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1. La subpoblación ADSC c-kit+ muestra características propias de célula madre 
 
En este estudio con muestras humanas se ha demostrado la hipótesis 
planteada de que existe, al menos, una subpoblación con mayor eficiencia de 
diferenciación in vitro dentro de la heterogeneidad natural de las células del estroma 
vascular del tejido adiposo, ante la expectativa de que exista correlación entre esta 
mayor eficiencia in vitro y una mayor eficiencia terapéutica. Además se ha demostrado 
que la subpoblación c-kit+ escogida muestra características propias de célula madre 
multipotente, como son la gran capacidad de autorrenovación y la alta actividad 
proliferativa (concordante con la expresión y actividad de la telomerasa obtenidas), la 
capacidad clonogénica y la capacidad de diferenciación multilinaje. 
Estudios anteriores han encontrado subpoblaciones de células c-kit+ en la SVF 
sin cultivar: Prunet-Marcassus et al. (2006), Palpant et al. (2007) y Han et al. (2010) en 
la SVF de ratón;  Bai et al. (2007), Varma et al. (2007), De Francesco et al. (2009), 
Quirici et al. (2010) y Li et al. (2012) en la SVF humana y en proporciones similares a las 
obtenidas en nuestro laboratorio, pero estos autores no profundizaron en la 
caracterizaron de esta subpoblación ni en su evolución con los pases en cultivo. 
Zamperone et al, en 2013, aislaron de tejido adiposo de ratón un clon inmortalizado de 
forma espontánea que expresaba c-kit, y que era capaz de diferenciarse en fenotipos 
condrogénico, osteogénico, adipogénico y cardiogénico, pero no hicieron 
comparaciones con la SVF completa. Mangi et al. (2003) en médula ósea, y Beltrami et 
al. (2003) y Ellison et al. (2013), en tejido cardiaco, encontraron poblaciones de células 
c-kit+ multipotentes que eran capaces de transformarse en cardiomiocitos. Fang et al. 
(2012), con células c-kit+ extraídas de la vasculatura pulmonar de ratón, fueron 
capaces de generar nuevos vasos sanguíneos in vitro.  
El potencial de diferenciación de otras subpoblaciones de ADSCs se ha 
caracterizado previamente en numerosos estudios. Sengenès et al. (2007) aislaron una 
subpoblación (CD34+/CD31-) que podía diferenciarse en el linaje endotelial. Rada et al. 
(2011) demostraron el mayor potencial osteogénico que exhibían células aisladas  Stro-
1+ y el mayor potencial condrogénico de las CD105+ y CD29+. Traktuev et al. (2008) 
encontraron que las ADSCs CD34+/CD31-/CD140+ mejoran la estabilización de las 
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redes endoteliales cuando se cocultivan con células endoteliales. Quirici et al. (2010) 
aislaron una subpoblación L-NGFR+ que mostró un aumento en la tasa de proliferación 
celular, así como una mayor tasa adipogénica, potencial condrogénico y osteogénico, 
Curiosamente, un alto porcentaje (66%) de L-NGFR también coexpresó c-kit, pero los 
autores no estudiaron el potencial de diferenciación endodérmico de la subpoblación 
L-NGFR+. 
 
2. Parte de la subpoblación c-kit+ expresa también CD105 
 
Basándose en el marcador CD45 hematopoyético, el marcador endotelial CD31, 
el marcador perivascular CD146, y los marcadores de células madre CD34, CD90, 
CD105, y CD117 (c-kit), se definen cuatro poblaciones distintas en la SVF humana sin 
cultivar: ADSCs putativas (CD31-, CD34 +/-, CD45-, CD90 +, CD105-, CD117- y CD146-), 
células endoteliales progenitoras (CD31 +, CD34 +, CD45-, CD90 +, CD105-, CD117 + y 
CD146 +), pericitos (CD31-, CD34 +/-, CD45-, CD90 +, CD105-, CD117 + y CD146 +), y 
células hematopoyéticas (CD45 +, algunas de ellas también CD117+) (Varma et al., 
2007; Lin et al., 2010; Zimmerlin et al., 2010). 
Que sepamos a día de hoy, no hay estudios publicados (excepto el publicado 
por nuestro grupo: Blázquez-Martínez et al., 2014) que comparen eficiencias de 
diferenciación entre células que presentan el receptor c-kit con el clásico marcador 
CD105 en la SVF. En este estudio se han utilizado todas las células ckit+ presentes en la 
SVF cultivada (aquellas que se adhieren al plástico y permanecen en la placa de cultivo 
con los pases), encontrando dos poblaciones ckit+, aquellas que son CD105+ 
(marcador de MSCs) y  las que son CD105-. Estudiando las eficiencias en proliferación y 
diferenciación, no encontramos diferencias significativas entre las dos subpoblaciones 
ckit+, comportándose independientemente de la expresión de CD105; lo que simplifica 
la obtención de una subpoblación con mayor potencial al utilizar un solo marcador y 
sugiere un estadio menos diferenciado en aquellas células que expresan c-kit. 
El grupo de Young identificó, en músculo de rata, células madre mesenquimales 
multipotentes caracterizadas como CD90 y telomerasa positivas, con teóricamente 
ilimitado potencial de proliferación; pero por otro lado, identifica como progenitores 
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mesenquimales tripotentes (osteo-condro-adipogénicas) a las células CD105, CD166 y 
c-kit positivas, las cuales son capaces de doblar (en número) su población unas 8-10 
veces (Entre 50 y 70 si hablamos de células humanas) (Young & Black, 2004; Young et 
al., 2004). En contraste, nuestro estudio encuentra que la subpoblación c-kit+ es 
telomerasa positiva, capaz de doblar su población más de 150 veces y, más aun, capaz 
de diferenciarse en cardiomiocitos, neuronas, hepatocitos y pancreocitos productores 
de insulina, además de las clásicas osteo-condro-adipo-miogénesis mesenquimales. Las 
diferencias entre ambos estudios podrían ser debidas a diferencias tisulares 
específicas, diferencias técnicas o diferencias entre especies. 
 
3. Las ADSCs c-kit+ muestran mayor actividad y expresión de telomerasa 
 
En el presente estudio se ha demostrado la mayor actividad proliferativa y 
capacidad de auto renovación de las células c-kit positivas frente a las células de la 
SVF, concordantes con una también mayor expresión y actividad de la telomerasa. 
Hasta el momento no se había descrito ningún marcador que identificara las células 
que expresan telomerasa en la SVF humana, tal y como en este estudio no se ha 
detectado expresión de ARNm de telomerasa en la subpoblación c-kit negativa. En 
cambio, sí hemos detectado una débil actividad telomerasa en las células c-kit 
negativas, posiblemente residual, ya que no hemos sido capaces de amplificar el ARNm 
de la telomerasa en la RT-PCR. De hecho, ni Safwani et al. (2013), ni Sachs et al. (2012) 
pudieron encontrar ni ARNm ni actividad telomerasa en la SVF cultivada humana, 
probablemente debido al uso de la SVF completa en sus experimentos y/o al bajo 
número de células sometidas a la detección. De Francesco et al. (2009), en cambio, 
encuentra actividad telomerasa en progenitores endoteliales (CD34+/CD90+) aislados 
de la SVF humana. Madonna et al. (2008) identificaron una subpoblación de MSCs en 
la SVF de ratón en base a la expresión de miocardin A (un regulador clave en el 
desarrollo miogénico cardiovascular) que presentaba expresión y actividad telomerasa; 
pero tan solo un 8% de las células telomerasa positivas eran también miocardín A 
positivas. 
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Por otro lado y en concordancia con nuestros datos, las células cancerígenas 
muestran mayor actividad telomerasa respecto a las (c-kit+) ADSCs (Jeon et al., 2011). 
De hecho, uno de los problemas que podrían plantear las células trasplantadas es su 
transformación en células cancerosas (Li et al., 2007; Røsland et al., 2009; Pan et al., 
2014); la subpoblación c-kit positiva, a pesar de la alta capacidad proliferativa y su 
estado indiferenciado que le confiere la ya mencionada actividad telomerasa, ha 
resultado ser, al menos in vitro, segura en lo que a transformaciones espontáneas se 
refiere, mostrando también un comportamiento cariotípico estable.  
 
4. Las ADSCs c-kit+ se localizan en el espacio estromal perivascular 
 
De acuerdo con nuestros datos, Zannettino et al. (2007), Traktuev et al. (2008) 
y Ryu et al. (2013) encontraron que ADSCs multipotentes mostraban una localización 
similar a la de los pericitos. Además, otros autores han hecho descubrimientos 
parecidos en cuanto a la localización perivascular de las células madre en múltiples 
órganos (Da Silva Meirelles et al., 2006; Crisan et al., 2008; Lin et al., 2010; Gerlach et 
al., 2012). 
El hecho de que la población c-kit positiva permanezca en la SVF después de la 
perfusión con PBS demuestra claramente que la subpoblación c-kit+ ADSC es residente 
y distinta de los fibrocitos circulantes con potencial adipogénico (Hong et al., 2005). 
Tampoco pueden ser pericitos (CD34-/CD31-/CD146+/CD105+; ver en introducción 
ítem 3.1) ya que no está descrito en la literatura que expresen c-kit, siendo más 
probable que las células c-kit+ que encontramos in vivo sean precursores de éstos; es 
decir, precursores hematopoyéticos/vasculares y/o estadios intermedios de 
diferenciación entre HSC/VSC y pericitos (ver ítem 10 más adelante). El hecho de que 
una de las subpoblaciones ADSC c-kit+ exprese también CD105 avala esta hipótesis. 
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5. Las ADSCs c-kit+ tienen el potencial de diferenciación adipogénico mayor, pero no 
son preadipocitos. 
 
Otros autores han estudiado la eficiencia adipogénica de las ADSCs 
encontrando resultados variados -Yoshimura et al. (2006) obtienen 29 ± 7% células 
teñidas con Oil Red O; Zuk et al. (2001) obtienen 42 ± 10%; Cao et al. (2005) informan 
de  eficiencias mayores del 80%; Sakaguchi et al., 2005 y Wosnitza et al., 2007 de casi 
el 90%-, más aún, se ha observado una gran heterogeneidad entre donantes, variando 
desde el 30 al 80% de células Rojo Nilo  positivas tras 2 semanas de diferenciación (Sen 
et al., 2001). 
La eficiencia adipogénica de las células diferenciadas en este estudio fue de 
media un 25%, y obtuvimos la máxima eficiencia con la subpoblación c-kit+/C D105+, 
un 65%, significativamente más alta que el resto de la SVF. 
En ratones desnudos, Ko et al. (2011) demostraron que la co-inyección de 
ADSCs con tejido adiposo aumentaba la estabilidad y longevidad de los implantes. Se 
han realizado varios ensayos clínicos con este procedimiento en seres humanos, 
principalmente para reconstrucciones faciales o de pecho, utilizando grasa autóloga 
enriquecida con ADSCs (Yoshimura et al., 2010, 2008a, 2008b; Lee et al., 2012; Gentile 
et al., 2012; Pérez-Cano et al., 2012).  En todos estos estudios, la restauración del 
volumen fue un éxito y se lograron significativamente mejores resultados que con el 
trasplante de grasa solo; sin embargo, el volumen se perdió parcialmente después de 
un año. El uso de la subpoblación c-kit+ (tanto CD105 positiva como negativa) con un 
mayor potencial de diferenciación adipogénico podría mejorar estos resultados. 
La demostración de que la subpoblación c-kit+ no corresponde con la de 
progenitores adipogénicos específicos -preadipocitos CD24-  y la plasticidad 
multipotencial de estas células sugieren un origen ontológico más temprano de las 
células c-kit+.  
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6. Las ADSCs c-kit+ ayudan a mantener el fenotipo cardiaco en cultivos primarios de 
cardiomiocitos embrionarios 
 
Por cocultivo con cardiomiocitos embrionarios de ratón, encontramos una 
media de 37% en la eficiencia de diferenciación cardiomiogénica. Otros autores han 
logrado una eficiencia algo menor (Gaustad et al., 2004; Metzele et al., 2011) cuando 
cocultivaron con cardiomiocitos de rata, neonatales o adultos. Aunque no se 
encontraron diferencias entre las subpoblaciones estudiadas, sí demostramos mayor 
eficiencia media de diferenciación cuando se cocultiva con cardiomiocitos 
embrionarios en lugar de con cardiomiocitos neonatales o adultos -más diferenciados-. 
Este hecho podría utilizarse para mejorar los resultados obtenidos en las pruebas in 
vivo de regeneración cardiaca, porque las células que cuentan con un verdadero 
fenotipo cardiomiogénico son las que tienen el potencial de garantizar una verdadera 
regeneración del miocardio perdido (Menasché, 2005). De hecho, la sustracción de los 
progenitores cardiacos residentes c-kit+ del tejido cardiaco abolió la regeneración 
cardiaca y la recuperación funcional en un modelo experimental de infarto de 
miocardio en ratón (Ellison et al., 2013). Hemos logrado hasta el mantenimiento del 
45% del fenotipo progenitor cardiaco cuando dichos progenitores embrionarios se 
cultivan con ADSCs c-kit+ en transwells; por lo tanto, el sobrenadante de las células c-
kit+ de la SVF podría tener un papel cardioprotector in vivo. De hecho, uno de los 
efectos básicos de las células mesenquimales es secretar una amplia variedad de 
factores de crecimiento, lo que probablemente las hace más adecuadas para mejorar 
la angiogénesis paracrina y atraer progenitores que para la generación de células 
intrínsecamente contráctiles (Murry et al., 2004; Alvarez-Dolado et al., 2003; Kinnaird 
et al., 2004; Paul et al., 2012; Kim et al., 2012; Li et al., 2012). Curiosamente, la 
población de células c-kit+ cardiacas aumentan en respuesta a la lesión isquémica y 
contribuyen a la cardioprotección in vivo (Altarche-Xifró et al., 2009). Además, cuando 
la SVF se cultiva previamente con medio condicionado de cultivos de cardiomiocitos 
(Bai et al., 2007) o  con medios suplementados específicamente con EGF y PDGF 
(Chang et al., 2011), se encuentra mayor porcentaje de células c-kit+, y estas células 
mejoran la función miocárdica en ratas infartadas (Chang et al., 2011). Nuestros datos 
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también apoyan el uso de ADSCs como una valiosa herramienta de terapia celular para 
la cardiopatía isquémica; y más concretamente las ADSCs c-kit+, especialmente a 
través de los factores que secretan. 
 
7. Las ADSCs c-kit+ tienen el potencial de diferenciación neuroectodérmico similar al 
de las c-kit–  
 
A pesar de que la eficiencia de diferenciación entre las subpoblaciones no es 
significativamente diferente, se demuestra la capacidad de diferenciación hacia linajes 
ectodérmicos de las ADSCs. La cuestión de la posible transdiferenciación neural de las 
MSC es todavía debatido y controvertido (Neirinckx et al., 2013; Hu et al., 2013; Bai et 
al., 2013), proponiéndose incluso que ésta es debida a la contaminación  del cultivo 
por precursores específicos neuroectodérmicos presentes en el estroma vascular del 
tejido adiposo y por tanto en la SVF (Young et al., 2004). El hecho de que la 
subpoblación ADSC c-kit+ estudiada sea una población purificada contraviene 
directamente esta hipótesis. Es más, la evidencia convergente de varios estudios 
muestra la capacidad de las MSC para perseguir un destino glial real funcional y 
morfológicamente (Wislet-Gendebien et al., 2005; Cai et al., 2011; Pan et al., 2012; 
Lattanzi et al., 2011). El origen embrionario común de ambas células, mesenquimales y 
neuronales, en la cresta neural de los vertebrados, podría explicar en parte el alto 
grado de plasticidad de las MSCs (Dupin et al., 2012). 
 
8. Las ADSCs c-kit+ tienen mayor potencial de diferenciación pancreático 
 
Nuestros datos muestran una eficiencia máxima de diferenciación en células 
productoras de insulina del 39%, alcanzado por la subpoblación c-kit+/CD105+  
después de sólo una semana de inducción, eficiencia significativamente mayor que la 
del resto de la SVF. Kucia et al. (2006) utilizando un protocolo diferente al nuestro, y 
células VSEL (Very Small Embryonic Like) derivadas de médula ósea logra muy baja 
eficiencia tras la inducción de dos semanas y posterior marcaje inmunofluorescente de 
péptido C. Con ADSCs y protocolos mejorados, Timper et al. (2006) y Scholz et al. 
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(2009) -este último con el mismo protocolo utilizado en este estudio-, lograron 
mejores eficiencias a las 2 semanas en cultivo, identificando las células productoras de 
insulina morfológicamente y mediante inmuno-ensayo enzimático. Las variaciones con 
nuestros datos podrían ser debidas a varias diferencias técnicas, como la proteína 
elegida para revelar el fenotipo de páncreas, el método de detección o la duración del 
período de diferenciación. In vivo, la inyección de ADSCs de ratón transfectadas con el 
factor de transcripción de diferenciación pancreático PDX-1 en el páncreas de ratones 
con el páncreas lesionado por estreptozotocina promovió la diferenciación de las 
ADSCs en células secretoras de insulina y péptido C, además de restaurar parcialmente 
la función pancreática (Lin et al., 2009; Kajiyama et al., 2010). Por otra parte, cuando  
poblaciones clonales de ADSCs humanas o de ratón se prediferencian en células 
productoras de insulina in vitro, y se inyectan intraperitonealmente en ratones, 
encuentran que entre las 2-4 semanas el índice glucémico es restaurado en gran 
medida (Chandra et al., 2009, 2011). Nuestros datos sugieren que el uso de las 
subpoblaciones ADSC c-kit+, previamente diferenciadas en células productoras de 
insulina, podría mejorar aún más estos resultados. 
 
9. Las ADSCs c-kit+ tienen mayor potencial de diferenciación hepático 
 
Este estudio ha logrado una eficiencia máxima de diferenciación del 70% con la 
subpoblación c-kit+/CD105+, medida por la producción de albúmina después de sólo 
10 días, una mejora notable en comparación con estudios anteriores que utilizan 
células CD105+ (presumiblemente c-kit negativas ya que la gran mayoría de las CD105+ 
lo son) (Banas et al., 2009). Banas et al. (2007) demostraron con ADSCs humanas 
inyectadas en ratones con daño hepático producido químicamente con CCl4 que éstas 
se integraban en el parénquima hepático 24h después de la inyección. Estudios a más 
largo plazo con el mismo modelo experimental de daño hepático in vivo (Aurich et al., 
2009) han mostrado un aumento notable (x10) de la permanencia del injerto cuando 
se utilizan ADSCs prediferenciadas in vitro frente a ADSCs indiferenciadas. En cuanto a 
regeneración hepática, en ratones con daño hepático provocado químicamente, se 
lograron reducir significativamente los niveles de amoníaco, aspartato 
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aminotransferasa, alanina aminotransferasa y ácido úrico 24 h después de la inyección 
de las ADSCs. Esto se logró con sólo el 20% de eficiencia de diferenciación in vitro 
(Banas et al., 2009). En otro estudio más reciente (Wang et al., 2012), el uso de ADSCs 
de rata indiferenciadas mejoró la microcirculación y rebajó la fibrosis en ratas con 
daño hepático después de 6 semanas, pero en el estudio no se proporcionan datos en 
relación con el injerto. 
El uso de las subpoblaciones c-kit+, con una eficiencia media de diferenciación 
in vitro del 70%, podría mejorar los resultados en estudios similares, ya que, por un 
lado, se ha demostrado que las ADSCs, cuando se diferencian in vitro, desarrollan 
funciones hepatocíticas que incluirían formación de urea, síntesis de glucógeno, 
actividad enzimática citocromo P450 y expresión de transcritos específicos como la 
albúmina y el citocromo P450 (Aurich et al., 2009); y por otro lado, los estudios en 
modelos animales demuestran los efectos beneficiosos de las ADSCs prediferenciadas 
en regeneración hepática, al ser capaces de anidar en el hígado y mejorar algunas 
funciones propias, como el metabolismo de proteínas, regulación de la respuesta 
inmune innata y degradación de compuestos tóxicos (Dhawan et al., 2010).  
 
10. Propuesta de un modelo de convivencia, diferenciación progresiva y regulación 
paracrina entre las subpoblaciones de ADSCs 
 
Creemos que la mayor expresión y actividad telomerasa, así como la mayor 
eficiencia de diferenciación que demuestran las células ADSC c-kit+ hacia linajes 
endodérmicos, se deben a un estado previo de diferenciación de esta subpoblación 
respecto del resto de la SVF. En tejido pulmonar, Fang et al. (2012), describen una 
pequeña población de progenitores endoteliales ckit+ que suponen un 0,4% de las 
CD105+ (Lin-/CD31+) residentes en el endotelio de los vasos sanguíneos adultos con 
capacidad clonogénica in vivo e in vitro y capacidad de auto renovación a largo plazo, 
mientras que otros progenitores endoteliales tienen la capacidad proliferativa muy 
restringida. Estas VESCs (ckit+) son capaces, en experimentos de trasplante in vivo de 
una sola célula, de generar vasos sanguíneos funcionales que conectan con la 
circulación del hospedador. Bearzi et al. (2009), han encontrado células c-kit+ aisladas 
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o en pequeños grupos en las paredes vasculares de corazón humano, que muestran 
características de células madre tales como clonogenicidad y auto renovación, y 
además muestran potencial superior de diferenciación endotelial, muscular y cardiaco. 
Gambini et al. (2011) aíslan células ckit+ de corazón humano y las diferencian a 
fenotipos adiposo, óseo, endotelial y cardiaco. También las analizan por FACS y 
muchas coexpresan marcadores de MSC (CD90, CD105, etc). Proponen que las células 
ckit+ son auténticas células madre primitivas. Nuestros datos también muestran que la 
subpoblación c-kit+ aislada de la SVF tiene mayor potencial de diferenciación in vitro e, 
in vivo, se localiza en posición perivascular. De acuerdo con nuestra hipótesis, Gupta et 
al. (2012) y Tran et al. (2012), gracias al seguimiento in vivo de células, demuestran que 
en el tejido adiposo de adultos, en la transición de células progenitoras endoteliales a 
pericitos, las células endoteliales atraviesan la membrana basal y en el proceso dan 
lugar a los pericitos, los cuales adquieren características de MSCs y posteriormente de 
preadipocitos, mientras se mueven a través de las paredes capilares. Lin et al. (2010) 
estudian histológicamente el fenotipo del tejido adiposo humano, llegando a la 
conclusión de que las ASCs (Adipose Stromal Cells) son VSC (Vascular Stem Cells) en 
diferentes estadios de diferenciación. Todos estos datos sugieren que las células más 
cercanas en el desarrollo a los progenitores endoteliales están menos diferenciadas y, 
gracias a ello, tienen mayor plasticidad y potencial de diferenciación. 
Por otro lado, Bendall et al. (2007) observan, en cultivos de células 
embrionarias (ESC) que éstas crean su propio nicho de células tipo fibroblasto, más 
diferenciadas, productoras de los factores de crecimiento –Insulin Growth Factor (IGF) 
y Fibroblast Growth Factor (FGF)- necesarios para mantener el fenotipo indiferenciado 
de las ESC. El hecho de que la subpoblación ADSC c-kit+ mantenga la misma proporción 
a través de los pases de cultivo también sugiere un estadio indiferenciado con 
divisiones mitóticas asimétricas. 
Proponemos un modelo sencillo de interacción celular in vitro (Figura 17) en el 
que las células c-kit+ son auténticos progenitores hemato-endoteliales (HSC-VSC), que 
mantienen su proporción gracias a divisiones asimétricas que generan tipos celulares 
más diferenciados, con las que crean su propio soporte de células productoras de stem 
cell factor que retroalimenta la expresión de c-kit (que es el receptor del SCF en la 
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membrana plasmática) y por tanto el mantenimiento del fenotipo indiferenciado, 
quizás a través de la vía de señalización c-kit--AKT (De Miguel et al., 2002). Sería 
interesante comprobar como varían las proporciones de células c-kit+ y las eficiencias 
de diferenciación en cultivos suplementados con SCF; también hacer un seguimiento 
de células individuales c-kit+ marcadas y su progenie en cultivo, caracterizando 
apropiadamente a cada vástago. La relación de este modelo propuesto con los 
resultados al comparar las subpoblaciones obtenidas en base al marcador CD105, 
sugieren que las poblaciones c-kit+/CD105+ y c-kit+/CD105- se encuentran muy 
cercanas en lo que al estadio de diferenciación se refiere y más alejadas de las 
subpoblaciones c-kit- (CD105+/-); pero los resultados no permiten sacar conclusiones 
claras acerca del papel de CD105 en la progresión de la diferenciación (aunque me 
atrevería a sugerir que la adquisición del marcador CD105 por las células PLA en cultivo 
es consecuencia de la desdiferenciación asociada a la proliferación in vitro, no puedo 
relacionar este hecho con la expresión de c-kit). 
Los sugerentes trabajos de  Chazenbalk et al. (2011) acerca de la comunicación 
cruzada y plasticidad entre tipos celulares, y Han et al. (2010), que proponen que el 
tejido adiposo es una reserva extramedular de células madre (fenotipo y función) 
hematopoyéticas y progenitores celulares (HSPCs) que se caracterizan como Lin-/Sca-
1+/c-kit+, nos hacen atrevernos a pensar en un modelo más ambicioso -de menor a 
mayor grado de diferenciación- de convivencia (in vivo) en el estroma vascular del 
tejido adiposo humano: HSC-VSC serían las auténticas células madre primitivas (c-kit+; 
con origen común, probablemente en la médula ósea embrionaria); que se 
diferenciarían en Pericitos, progenitores endoteliales y MSCs (adquiriendo el marcador 
CD146 en los dos primeros tipos celulares, el marcador CD105 en el segundo y el 
marcador CD90 en el último tipo; aunque como ya se ha comentado, con el cultivo in 
vitro, las MSCs adquirirán el marcador CD105), que se diferenciarían a su vez (y quizás 
indistintamente) en Preadipocitos/células vasculares-musculares/fibroblastos. En 
cualquier caso, hacen falta más estudios que caractericen los diferentes grados de 
diferenciación de las células que se encuentran en el tejido adiposo y la SVF humana. 
En conclusión, nuestros datos sugieren que el aislamiento de subpoblaciones 
de ADSCs con anticuerpos anti-c-kit, independientemente de otros marcadores y del 
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pase de cultivo, permite la selección de una subpoblación más proliferativa y estable, 
con mayor actividad y expresión de telomerasa, con mayor potencial adipogénico, 
aumento de propiedades cardioprotectoras y mayor potencial de diferenciación 
endodérmico, pudiendo por lo tanto proporcionar una herramienta útil para futuras 
terapias específicas en diversas aplicaciones de medicina regenerativa. 
 
 
 
Figura 17: Modelo propuesto de convivencia, diferenciación y relación paracrina in vitro de las 
subpoblaciones estudiadas. 
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1. Se puede aislar de la fracción vasculo-estromal adiposa humana, en base al 
anticuerpo anti c-kit, una subpoblación celular con características de célula 
madre multipotencial en un estadio de diferenciación previo al resto de las 
ADSCs. Esta subpoblación, in vivo, reside en el tejido adiposo y se ubica en 
localización perivascular. El cultivo previo con ánimo proliferativo no afecta a la 
proporción de células c-kit+ aisladas ni a su estabilidad genética. 
2. La subpoblación c-kit+ de las ADSCs muestra altos índices de proliferación y 
autorrenovación, concordantes con una mayor expresión y actividad de la 
telomerasa. 
3. La subpoblación c-kit+ de las ADSCs exhibe mayor capacidad en el 
mantenimiento de progenitores cardiacos y mayores potenciales de 
diferenciación adipogénico, pancreogénico y hepatogénico que el resto de las 
ADSCs. 
4. La accesibilidad, velocidad de crecimiento, estabilidad en cultivo, plasticidad y 
eficiencia en la diferenciación hacen de la subpoblación ADSC c-kit+ una 
herramienta a tener en cuenta en futuras aplicaciones de Terapia celular y 
Medicina regenerativa. 
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